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Les gliomes malins constituent les tumeurs cérébrales primaires les plus agressives et le 
glioblastome (GBM) est la plus fréquente et agressive d’entre elles. La survie médiane 
associée n’est que de 14,6 mois. Dû au caractère hautement invasif de ces tumeurs, la 
résection maximale de la tumeur doit impérativement être suivie de traitement de radio- 
et/ou chimiothérapie. Cependant, la présence de la barrière hématoencéphalique et des 
mécanismes de chimiorésistance, tel que les pompes à efflux, limitent l’acheminement et 
l’efficacité des composés aux cellules tumorales. L’ouverture osmotique de la barrière 
hématoencéphalique (OBHE) a été développée afin d’améliorer l’acheminement d’agents 
anti-néoplasiques au cerveau et à la tumeur. Bien que plusieurs études aient été effectuées 
afin de caractériser son processus, beaucoup d’informations restent à découvrir afin 
d’approfondir nos connaissances sur l’OBHE et améliorer son application en clinique. 
Avec l’objectif ultime de contourner ces deux obstacles, j’ai caractérisé le processus 
dynamique de l’OBHE pour deux molécules de tailles différentes par imagerie par 
résonance magnétique dynamique, ainsi que pour une molécule étant un substrat des 
pompes à efflux par tomographie d’émission par positron dans le modèle murin Fischer-
F98. J’ai également étudié l’expression et la localisation de différentes pompes à efflux par 
PCR quantitative et immunohistochimie dans des spécimens de gliomes malins. Les 
résultats obtenus démontrent que la barrière hémato-tumorale limite l’acheminement à la 
tumeur de composés de différent poids moléculaire. L’acheminement au parenchyme 
cérébral et à la tumeur suite à une procédure d’OBHE est aussi dépendant du poids 
moléculaire et de la taille de la molécule à acheminer. L’OBHE à moins d’être de qualité 
excellente, ne semble pas suffisante pour acheminer au parenchyme cérébral des substrats 
des pompes à efflux. Les GBM expriment la MRP1, MRP3 et BCRP à différents niveaux. 
La PGP, MRP1 et BCRP sont exprimées par les cellules endothéliales des microvaisseaux 
cérébraux. L’ensemble de ces résultats suggère que l’administration d’agents 
thérapeutiques suite à la procédure d’OBHE doit être optimisée selon l’agent administré et 
que l’inhibition de pompes à efflux ou une autre stratégie rendant les agents de 
chimiothérapie invisibles aux pompes à efflux sera bénéfique pour améliorer leur 
acheminement au système nerveux central et aux cellules tumorales. 
Mots clés : barrière hématoencéphalique, barrière hémato-tumorale, ouverture de la 
barrière hématoencéphalique, pompes à efflux, glioblastome multiforme  
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1.1 Les tumeurs cérébrales  
 
Les tumeurs cérébrales comprennent les tumeurs cérébrales primaires ainsi que les 
tumeurs cérébrales secondaires. Les tumeurs cérébrales primaires sont celles qui prennent 
naissance dans le cerveau. Les tumeurs cérébrales secondaires sont donc les métastases, des 
tumeurs ayant pris naissance dans un autre organe, ayant ensuite migré et colonisé le 
système nerveux central (SNC). 
 
Les gliomes malins sont les tumeurs primaires malignes les plus fréquentes et ont 
une incidence d’environ 5 nouveaux cas par 100 000 habitants (Ostrom et al., 2013). La 
classification de l’Organisation mondiale de la santé (OMS) pour ces tumeurs les divise 




Tableau 1.1 Classification simplifiée des tumeurs gliales malignes 
 Astrocytomes Oligodendrogliomes Tumeurs mixtes 
Grade 2 astrocytome 
de bas grade 
oligodendrogliome 
de bas grade 
oligoastrocytome 
de bas grade 






Grade 4 glioblastome - - 
 
 
La fréquence du glioblastome compte pour 60 à 70 % des gliomes malins (Wen et 
Kesari, 2008). Ainsi son incidence est d’environ 2-3 cas par 100 000 habitants et il touche 
plus fréquemment les hommes. Il peut apparaitre de novo, il est ainsi nommé glioblastome 
  
2 
(GBM) primaire et secondaire lorsqu’il provient de l’évolution d’un astrocytome de 
grade II ou de grade III. Le GBM primaire se développe entre 3 à 6 mois, tandis que 
l’évolution d’un astrocytome de bas grade vers un GBM secondaire peut s’étendre sur une 
période de 5 à 10 ans. Le GBM primaire est la plus fréquente des deux formes (~ 90 %) et 





Figure 1.1. Évolution des gliomes malins et voies moléculaires impliquées. 
Plusieurs voies et mutations sont impliquées dans l’ontogenèse des gliomes malins. 
 
 
Plusieurs mutations ou altérations des voies de signalisation sont observées dans les 
deux sous-types de GBM : la délétion de CDKN2A, la mutation de PTEN et TP53, 
l’amplification de CDK4, la dérégulation des voies de signalisation des récepteurs tyrosines 
kinases incluant NF1-RAS-RAF-MAPK et PTEN-PI3K-AKT-mTOR-FOXO. Les GBM 
primaire et secondaire se comportent de la même façon cliniquement, cependant il a été 
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démontré que différentes mutations et voies de signalisation seraient impliquées dans 
l’oncogenèse du GBM primaire et du GBM secondaire. Les mutations propres au 
développement d’un type de tumeur sont illustrées à la Figure 1.1 (Germano et al., 2010; 
Idbaih, 2011). 
 
Suite au diagnostic d’un GBM, le pronostic peut varier selon plusieurs données 
cliniques, premièrement l’âge du patient, son état fonctionnel évalué en utilisant l’échelle 
de Karfnosky, l’étendue de la tumeur ainsi que le pourcentage de la résection de la tumeur 
(Lamborn et al., 2004; Dea et al., 2012; Scott et al., 2012). Toutefois, ces tumeurs sont très 
hétérogènes et par conséquent la réponse des patients est également très variable. Ainsi, 
plusieurs études passées et en cours travaillent à découvrir de nouveaux biomarqueurs afin 
d’augmenter la précision du pronostic, mais également pour prodiguer des soins 
personnalisés. Parmi ceux-ci, la co-délétion des bras chromosomiques 1p/19q chez 
l’oligodendrogliome correspond à une chimiosensibilité de la tumeur et un bon facteur 
pronostique; l’hyperméthylation du promoteur du gène dont est issue la protéine MGMT 
ainsi que la mutation d’IDH1 et d’IDH2 seraient également de bons facteurs pronostiques 
(Cairncross et Jenkins, 2008; Figarella-Branger et al., 2011; Ohgaki et Kleihues, 2011; 
Wick et al., 2013). Il est à noter que la mutation d’IDH1 et IDH2 comme indiquée à la 
Figure 1.1 ne serait associée qu’aux GBM secondaires. Dans une importante étude publiée 
en 2010, les auteurs ont fait l’analyse des mutations génomiques présentes dans 202 cas de 
GBM de la Banque TCGA (The Cancer Genome Atlas). Leurs résultats leur ont permis 
d’effectuer une sous-classification moléculaire des GBM : classique, mésenchymal, neural 
et proneural (Verhaak et al., 2010). Cette nouvelle classification pourrait dans le futur être 
utilisée comme outil pronostique ou à des fins de médecine personnalisée. Cependant, des 
études complémentaires sont nécessaires afin de valider son utilisation. 
 
 
1.2 Le traitement du glioblastome multiforme et survie associée 
 
La résection maximale de la masse tumorale constitue la première étape de 
traitement. Puisque les gliomes malins sont des tumeurs hautement infiltratives, elles 
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envahissent le parenchyme cérébral sain et rendent impossible la complète résection de la 
lésion. Après quelques mois ou années, il y aura récidive de la lésion en périphérie de la 
marge de résection ou à distance, incluant l’atteinte de l’hémisphère controlatéral (Giese et 
Westphal, 1996).  
 
Dr Walter Dandy, un des pères de la neurochirurgie, a fait une étude de 7 cas au 
début du 20e siècle où il retirait complètement l’hémisphère porteur de la tumeur afin 
d’augmenter la survie de ses patients. Cependant, ses patients sont tous décédés en moins 
de deux ans dû à la récidive de leur tumeur dans l’hémisphère controlatéral (Dandy, 1928). 
Il faut donc retenir de cette étude que la résection complète de ce type de tumeur est 
impossible. Cependant, il a été démontré que plus grande est l’étendue de la résection 
meilleure sera la survie des patients (Albert et al., 1994; Dea et al., 2012; Lacroix et al., 
2001; Sanai et Berger, 2011). Une résection d’une étendue de 65 % comparativement à une 
résection de plus de 90 % de la tumeur est associée à une survie médiane globale de 271 et 
519 jours respectivement (Dea et al., 2012). Une résection sécuritaire et extensive de la 
majeure partie de la tumeur est donc essentielle afin de maximiser autant la qualité de vie 
que la survie des patients. L’exérèse extensive de la tumeur doit impérativement être suivie 
par des traitements de radio- et/ou chimiothérapie.  
 
Les traitements de radiothérapie ont été les premiers à être identifiés comme pouvant 
améliorer la survie des patients atteints de gliomes malins en faisant passer la survie de 3-4 
mois suite à une chirurgie à 7-12 mois lorsque la chirurgie est combinée à un traitement de 
radiothérapie (Walker et al., 1978). Plusieurs combinaisons de traitements adjuvants ont été 
testées afin d’améliorer la survie des patients. Ce n’est qu’en 2005 que le premier 
traitement considéré comme efficace a été identifié. Le protocole Stupp est ainsi devenu le 
traitement standard de première ligne pour le traitement des GBM. Ce dernier combine la 
radiothérapie fractionnée en concomitance avec la prise orale quotidienne de témozolomide 
pendant 6 semaines, suivi d’un traitement adjuvant de témozolomide d’une durée de six 
mois. Ce traitement est devenu le standard à offrir comme première ligne de traitement 
puisqu’il a été démontré qu’il permettait d’augmenter la survie et la survie sans progression 
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tumorale comparativement à la radiothérapie seule. La survie médiane associée à ce 
traitement est de 14,6 mois et le taux de survie à 5 ans de 9,8 % (Stupp et al., 2005). 
 
Malgré cette avancée, la majorité des tumeurs récidiveront dans un temps médian de 
6,9 mois suite au traitement standard (Stupp et al., 2005). À ce moment, il existe une 
grande diversité de traitements pouvant être offerts aux patients. Il n’y a cependant pas de 
consensus ou de ligne directrice à suivre pour les traitements subséquents. Par conséquent, 
les traitements administrés varieront principalement selon les protocoles de recherche 
cliniques offerts dans l’établissement où les patients recevront leurs soins. 
 
 
1.3 La limitation de l’efficacité des traitements 
 
Le sombre pronostic associé à cette maladie s’explique par trois principaux facteurs : 
1) le caractère hautement invasif de ce type de tumeur, rendant impossible la résection 
complète des cellules tumorales gliales, 2) la radio- et/ou chimiorésistance intrinsèque ou 
acquise des cellules tumorales, ainsi que 3) la présence de la barrière hématoencéphalique 
et de la barrière hémato-tumorale qui limitent l’acheminement des agents anti-néoplasiques.  
 
 
1.3.1 Caractère invasif 
 
Comme discuté plus tôt, ces tumeurs sont hautement invasives et vont envahir le 
parenchyme cérébral sain à distance de la lésion tumorale principale. Ce qui n’est pas 
observé avec les méningiomes, une tumeur cérébrale primaire circonscrite qui est curable 
par chirurgie. L’invasion des cellules cancéreuses des gliomes malins est multifactorielle et 
implique l’interaction entre les cellules tumorales avec la matrice extracellulaire et le tissu 
cérébral sain (Bellail et al., 2004). Plusieurs études effectuées in vitro et in vivo ont 
démontré que les cellules tumorales gliales migrent préférentiellement en suivant les fibres 
de la matière blanche et dans la matrice extracellulaire (Albert et al., 1994; Giese et al., 
1994; Giese et al., 1995; Giese et al., 1996). Les cellules tumorales gliales auraient une 
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préférence d’adhérence pour la myéline, composante importante des fibres de la matière 
blanche qui pourrait en partie expliquer l’invasion préférentielle des GBM suivant ces voies 
et pour la merosine, une protéine de la matrice extracellulaire (Gieise et al., 1996; Pedersen 
et al., 1993). Les métalloprotéinases matricielles sont également hautement exprimées par 
plusieurs types de cancer, dont les gliomes malins (Fillmore, VanMeter et Broaddus, 2001). 
Ces enzymes en dégradant les composantes de la matrice extracellulaire participent au 
processus d’invasion des cellules tumorales.  
Le caractère hautement invasif de ces tumeurs a également été observé suite à 
l’autopsie de patients atteints de GBM. Selon ces études, dans 45 % des cas la tumeur 
s’étendait sur plus d’un lobe, dans 25 % sur tout l’hémisphère et dans 25 à 30 % atteignait 
l’hémisphère contralatéral (Scherer, 1940; Salazar et Rubin; 1976). Dans une étude publiée 
au début des années 60, les auteurs ont observé que dans 47 % des cas étudiés, il y avait 
invasion des cellules tumorales gliales dans l’hémisphère controlatéral (Matsukado, 
MacCarty et Kernohan, 1961). Ainsi en migrant le long du corps calleux ou de la capsule 
interne, les cellules tumorales gliales atteignent l’hémisphère contralatéral. Ces cellules 
ayant envahi le parenchyme sain à distance du nodule principal se retrouvent à l’abri des 
agents anti-néoplasiques, car la BHE y est toujours saine et intacte (Giese et Westphal, 
1996; Mcmillan et al., 2009).  
 
 
1.3.2 La radiorésistance 
 
Les principaux mécanismes de résistance associés à la radiothérapie sont les 
mécanismes de réparation de l’ADN. Il est à noter que les GBMs deviendront tous radio-
résistants et par conséquent, les différents agents de chimiothérapie existants constitueront 
la dernière modalité de traitement. Il est également non négligeable de noter que les 
traitements de radiothérapie induisent des déficits cognitifs à long terme et que la 
distinction entre la progression tumorale et la radionécrose est difficile à effectuer et 
complexifie l’évaluation de l’efficacité du traitement prescrit aux patients (Brandes et al., 
2008; Mathieu et Fortin, 2006; Rogers, 2012). Ainsi, l’utilisation de traitements de 





1.3.3 La chimiorésistance 
 
Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans la chimiorésistance intrinsèque ou 
acquise par les cellules tumorales. Les mécanismes de réparation de l’ADN, l’expression de 
la O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), les mécanismes permettant 
l’inhibition de l’apoptose, ainsi que l’augmentation de l’expression des membres de la 
superfamille des transporteurs ATP-binding cassette (transporteurs ABC, également 
nommés pompes à efflux). 
 
 
1.3.3.1 Les transporteurs ABC 
 
La superfamille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette) est sous-divisée en 7 
sous-familles (A, B, C, D, E, F et G) et comprend un total de 48 membres (Tableau 1.2) 
(Dean, Hamon et Chimini, 2001; Vasiliou, Vasiliou et Nebert, 2009). Ces transporteurs, 
nommés également pompes à efflux, possèdent un très large spectre de substrats et 















Tableau 1.2 Membres de la superfamille des transporteurs ABC 
Sous-famille Membres (nom du gène) 
A ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCA5, ABCA6, ABCA7, 
ABCA8, ABCA9, ABCA10, ABCA12, ABCA13 
B ABCB1, ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCB5, ABCB6, ABCB7, 
ABCB8, ABCB9, ABCB10, ABCB11 
C ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC7, 
ABCC8, ABCC9, ABCC10, ABCC11, ABCC12 
D ABCD1, ABCD2, ABCD3, ABCD4 
E ABCE1 
F ABCF1, ABCF2, ABCF3 
G ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5, ABCG8 
 
 
 La première pompe à efflux découverte fut la glycoprotéine P (PGP), qui n’a été 
identifiée qu’en 1976 (Juliano et Ling, 1976). Celles qui ont été les plus étudiées jusqu’à 
aujourd’hui sont la PGP, la « multidrug resistance-associated protein » (MRP1) et la 
« breast cancer resistance protein » (BCRP). À ce jour, la PGP est toujours la plus 
caractérisée d’entre elles. À trois, elles expulsent à l’extérieur des cellules cancéreuses un 
grand nombre de molécules endogènes et exogènes, parmi ces dernières des analgésiques, 
antibiotiques, antiépileptiques, bloqueurs des canaux calciques, corticoïdes, inhibiteurs de 
protéase du VIH, immunosuppresseurs, psychotropes ainsi que des agents de 
chimiothérapie. Encore une fois, un très large spectre d’agents anti-néoplasiques 
comprenant plusieurs familles d’agents sont substrats de ces pompes à efflux. Quelques 













Certaines de ces pompes se retrouvent à la membrane cellulaire, nucléaire ou encore 
à la membrane de vésicules cytoplasmiques. Selon leur localisation, ces dernières 
expulsent, soit de la cellule ou du noyau, les agents anti-néoplasiques ou encore les piègent 
à l’intérieur de vésicules pour détoxifier la cellule. Jusqu’à ce jour, 15 pompes à efflux ont 
été associées à la résistance aux agents thérapeutiques et de récentes études suggèrent 
qu’elles seraient plutôt 25 à être impliquées dans la chimiorésistance (Gillet et al., 2004; 
Szakacs et al., 2004). Plusieurs études ont tenté d’identifier différents variants génétiques 
provenant du polymorphisme nucléotidique (ou single-nucleotide polymorphism, SNP) de 
ces pompes, ce qui pourrait leur conférer une activité plus accrue et par conséquent corréler 
avec une plus courte survie des patients qui en seraient porteurs. Plus de 50 SNPs ont été 
identifiés pour la PGP, 10 pour la MRP1, et 80 pour la BCRP (Hoffmeyer et al., 2000; 
Horinouchi et al., 2002; Imai et al., 2002; Kim et al., 2001; Létourneau et al., 2005; Tanabe 
et al., 2001). Cependant, jusqu’à aujourd’hui il n’y a aucune évidence convaincante que 
l’un de ces variants serait relié à la réponse des patients atteints de GBM. D’autres études à 




Familles d’agents anti-néoplasiques Exemples 
Anthracyclines doxorubine, daunorubicine, epirubicine, 
mitoxantrone 
Inhibiteurs des topoisomérases étoposide, topotecan, irinotecan 
Vinca alkaloïdes vincristine, vinblastine 
Taxanes paclitaxel, docetaxel 
Anti-métabolites methotrexate, cytarabine 
Inhibiteurs des récepteurs tyrosines 
kinases 
erlotinib, gefitinib, dasatinib, sorafenib 
Sels de platines cisplatin, oxaliplatin 
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1.3.3.2 Les inhibiteurs de PGP 
 
Depuis que ces pompes ont été associées à la chimiorésistance, différents groupes ont 
cherché à les inhiber pour chimiosensibiliser les cellules cancéreuses. Plusieurs inhibiteurs 
contre la PGP ont été testés en études précliniques et cliniques. La première génération 
d’inhibiteurs s’avérait être des molécules qui étaient déjà utilisées en clinique et qui étaient 
des substrats de ces pompes. Elles ont donc été utilisées comme inhibiteur non spécifique 
en faisant compétition aux agents de chimiothérapie. Les plus connus et utilisés sont la 
cyclosporine A (immunosuppresseur) et le verapamil (bloqueur des canaux calciques) 
(Coley, 2010). Cependant, les doses administrées aux patients étaient très importantes afin 
d’atteindre la saturation des pompes pour resensibiliser les cellules tumorales aux agents de 
chimiothérapie, induisant d’importants effets secondaires. Les études cliniques ont donc dû 
être interrompues. Des inhibiteurs de deuxième génération ont donc été développés avec 
l’objectif d’obtenir des dérivés des inhibiteurs de première génération possédant une 
meilleure efficacité et moins d’effets secondaires. Parmi ces composés, nous retrouvons le 
valspodar (dérivé de la cyclosporine D, inhibiteur de la PGP) et l’elacridar (inhibiteur de la 
PGP et BCRP). Cependant, il a été constaté que ces nouveaux inhibiteurs sont métabolisés 
par l’isoforme CYP3A4 du cytochrome P450 et par conséquent ils compétitionnent avec les 
agents de chimiothérapie pour leur métabolisation. La pharmacocinétique des agents anti-
néoplasiques en est donc grandement affectée. Ces derniers sont non seulement moins 
rapidement métabolisés, mais également moins rapidement éliminés causant une exposition 
beaucoup trop grande des agents cytotoxiques dans l’organisme. Les inhibiteurs de 
troisième génération ont ensuite été développés afin d’éliminer l’interaction avec le 
cytochrome P450. Les trois inhibiteurs les plus étudiés sont le zosuquidar, laniquidar et 
tariquidar, tous des inhibiteurs de la PGP. (Lee, 2010) Ces inhibiteurs sont toujours en 







1.3.4 La barrière hématoencéphalique 
 
La présence de la barrière hématoencéphalique (BHE) a été mise en évidence pour la 
première fois par l’équipe du Dr Paul Ehrlich, co-lauréat du prix Nobel de médecine en 
1908 pour ses travaux sur l’immunité. En 1885, Dr Ehrlich, également considéré père de la 
chimiothérapie, constata que tous les organes à l’exception du cerveau et de la moelle 
épinière étaient colorés suite à l’administration intraveineuse de colorants vitaux chez le 
rongeur. En 1913, son étudiant, Edwin Goldmann, injecta du Tryptan bleu dans la moelle 
épinière d’un rongeur et observa alors que seulement le cerveau et la moelle épinière étaient 
colorés. En 1921, Dre Lina Stern émit le nom « barrière hématoencéphalique » afin de 
désigner cette entité séparant le compartiment vasculaire du compartiment cérébral. Grâce à 
l’avènement de la microscopie électronique à la fin des années 1960, Reese, Brightman et 
Karnovsky ont pu étudier pour la première fois la structure et certaines propriétés de la 
barrière hématoencéphalique. Plus précisément, ils ont pu observer les jonctions serrées 
entre les cellules endothéliales, l’absence d’endocytose et le très faible nombre de vésicules 
pinocytiques (Brightman et Reese, 1969; Reese et Karnovsky, 1967). 
 
La BHE a pour rôle de protéger le SNC de tout intrus incluant les microorganismes, 
bactéries et molécules pouvant être toxiques. Elle permet le maintien de l’homéostasie 
cérébrale, la régulation de la pression sanguine artérielle cérébrale, l’apport de nutriments, 
l’élimination des déchets et la surveillance immunitaire en empêchant l’entrée des cellules 
immunitaires provenant de la périphérie. Elle est également la plus importante route 
d’accès au SNC. Elle représente 600 km de vaisseaux sanguins, chaque cm3 de cortex 
contiendrait 1 km de vaisseaux et virtuellement chaque neurone serait approvisionné par 
son propre capillaire (de Boer et Gaillard, 2007). Le complexe constitué des cellules 
endothéliales, péricytes, astrocytes, neurones et cellules gliales est également nommé unité 
neurovasculaire. C’est grâce à l’interaction de ces différents types cellulaires que les 
cellules endothéliales cérébrales acquièrent le phénotype qui les distingue des vaisseaux 
sanguins de la périphérie. Il a été démontré que durant l’embryogenèse, le rôle des péricytes 
dans le développement de la BHE serait très important puisqu’ils induisent au niveau des 
cellules endothéliales : 
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- une diminution du transport par pinocytose / endocytose, 
- une diminution de l’expression de molécules d’adhésion, 
- une diminution de l’expression de molécules impliquées dans la perméabilité 
vasculaire, 
- l’expression des jonctions serrées. 
 
Ainsi les péricytes participent à l’établissement du phénotype de la BHE avant même 
que les astrocytes ne soient présents (Armulik et al., 2010; Daneman et al., 2010). Les 
astrocytes sont également très importants pour le maintien de l’intégrité de la BHE. Les 
podocytes astrocytaires recouvrent plus de 95 % de la BHE et participent à l’induction des 
jonctions serrées, à l’expression de protéines et transporteurs ainsi qu’à la polarisation des 
cellules endothéliales (expression de transporteur du côté luminal ou adluminal) (Abbott, 
2002; Hayashi et al., 1997; Janzer et Raff, 1987; Nakagawa et al., 2009; Roux et al., 1994).  
 
L’absence de fenestration et la présence de jonctions serrées entre les cellules 
endothéliales empêchent la diffusion de molécules entre les cellules endothéliales. Ces 
deux caractéristiques fondamentales représentent la base de la structure des microvaisseaux 
cérébraux conférant à la BHE son imperméabilité. La résistance électrique créée par 
l’étanchéité de la BHE grâce aux jonctions serrées est de 1500-2000 Ohm/cm2 
comparativement à 10 Ohm/cm2 pour les capillaires périphériques (Butt et al., 1990). La 
charge négative ainsi créée au côté luminal de la BHE repousse dans la circulation sanguine 
les petites molécules négatives polaires tentant d’atteindre le SNC. Il n’y a pas de transport 
par endocytose et peu par pinocytose (Figure 1.2). Il y a également un plus grand nombre 
de mitochondries dans les cellules endothéliales cérébrales afin de remplir la demande 
énergétique nécessaire au maintien de la BHE. Des canaux ioniques et des systèmes de 
transport permettent l’acheminement d’ions, de nutriments, d’amines pour la synthèse des 






Figure 1.2. Caractéristiques phénotypiques de la BHE 
Plusieurs caractéristiques des microvaisseaux cérébraux donnent à la BHE son phénotype 
unique. L’absence de fenestrations et la présence de jonctions serrées limitent la diffusion 
paracellulaire. La présence des jonctions serrées induit une charge négative à la surface 
luminale des cellules endothéliales qui repousse les petites molécules chargées 
négativement. Le transport par endocytose est inexistant et peu de transport par pinocytose 
est effectué. De plus, les pompes à efflux dépendantes de l’ATP présentes à la surface 
luminale des cellules endothéliales rejettent dans la circulation sanguine un large spectre de 
substrats. Un nombre élevé de mitochondries est nécessaire afin de subvenir à la demande 
énergétique pour le maintien de l’intégrité de la BHE. Le phénotype propre aux 
microvaisseaux sanguins cérébraux est induit et maintenu entre autres par les deux 
membranes basales (MB) soit la MB endothéliale et la MB parenchymateuse, les péricytes 
et les astrocytes recouvrant les cellules endothéliales cérébrales. 
 
Ces mêmes systèmes de transport sont également nécessaires pour l’exclusion des 
déchets et des molécules exogènes ou endogènes potentiellement dangereux pour le SNC. 
Ces transporteurs peuvent être classés en trois catégories : le transport médié par un 




efflux transport », AET) et par un récepteur (« receptor-mediated transport », RMT). Le 
CMT sert principalement pour l’acheminement de nutriments incluant le glucose, les petits 
acides aminés et la choline. L’AET comprend les pompes à efflux dont ABCB1, la famille 
des ABCCs et ABCG2, mais également le transporteur de la taurine, la famille des 
transporteurs d’anions organiques (OATPs) et le transporteur de l’acide aminé acide 
glutamique (glutamate) pour ne nommer que ceux-là. Enfin, le RMT comprend les 
récepteurs à l’insuline, à la transferrine ainsi que du fragment Fc des IgG (« neonatal Fc 
receptor »). 
 
Ainsi, selon Dr William Pardridge, 100 % des grosses molécules sont confinées à la 
circulation sanguine et moins de 2 % des petites molécules ont la capacité de traverser la 
BHE (Pardridge, 2007a). Les caractéristiques que doit posséder une molécule afin de 
traverser la BHE sont : 1) avoir un poids moléculaire inférieur à 400 Daltons, 2) former 
moins de 8 à 10 ponts hydrogène avec l’eau (coefficient huile/eau ~ 2,0) et 3) ne pas être un 
substrat des pompes à efflux. En effet, comme discuté dans la section précédente les 
pompes à efflux possèdent un très large spectre de substrats, la plupart d’entre eux étant des 
molécules organiques ayant un poids de 200 à 1000 Da (Staud et al., 2009). La présence de 
ces pompes à la BHE est un facteur limitant important pour l’acheminement d’agents 
thérapeutiques au SNC.  
 
Le poids moléculaire des agents anti-néoplasiques varie environ de 200 à 1200 Da, la 
grande majorité de ceux-ci seront donc confinés à la circulation sanguine. Le rôle 
protecteur de la BHE est donc l’une des raisons majeures expliquant l’échec des traitements 
administrés aux patients puisqu’elle limite l’acheminement d’agents anti-néoplasiques aux 
cellules tumorales gliales ayant infiltré le parenchyme sain. 
 
 
1.3.5 La barrière hémato-tumorale 
 
La BHT est composée des vaisseaux irriguant la lésion néoplasique et de la 
néovascularisation tumorale. Ces vaisseaux sont plus perméables que la BHE. Ils possèdent 
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une architecture très anormale caractérisée par des vaisseaux tortueux, de plus large 
diamètre et espacés de façon irrégulière laissant du tissu non vascularisé (Deane et Lantos, 
1981a; Long, 1970). Les vaisseaux présentent également une fenestration entre les cellules 
endothéliales, une altération des jonctions serrées ainsi qu’une augmentation des vésicules 
pinocytiques (Deane et Lantos, 1981b; Hirano et Matsui, 1975; Wolburg et al., 2012). 
Plusieurs études ont démontré que la perméabilité de la BHT varie entre autres selon le type 
de la tumeur et sa taille (Kroll et Neuwelt, 1998; Percy et al., 2011). Elle peut également 
être très hétérogène pour une même tumeur (Blasberg et Groothuis, 1986; Goldbrunner et 
al., 2000; Groothuis et al., 1981; Hallani et al., 2010). Quelques groupes ont caractérisé la 
perméabilité de la BHT ainsi que l’accumulation pour certains agents anti-néoplasiques. 
Certains agents s’accumulent à la tumeur selon différents ordres de grandeur, mais 
l’accumulation dans la région péritumorale n’est jamais significative (Groothuis et al., 
1983; Straathof et al., 1999; Yamada et al., 1981; Neuwelt et al., 1984; Yamashima et al., 
1993; Yuan et al., 1994). Le groupe de Dr Quentin Smith a observé dans deux modèles 
murins de métastases cérébrales de cancer du sein que l’accumulation d’agents anti-
néoplasiques substrats de pompes à efflux était souvent faible et même nulle alors qu’un 
agent de contraste (AC) IRM s’accumulait dans les lésions et permettait leur détection par 
IRM (Lockman et al., 2010).  
 
 
1.3.5.1 La perfusion tumorale 
 
La perfusion des tumeurs cérébrales est également affectée par la BHT. En effet, la 
néoangiogénèse correspondant à la BHT est constituée de vaisseaux sanguins incomplets et 
anormaux. Ainsi, ces vaisseaux défectueux au pourtour de la tumeur mèneront à 
l’hypoperfusion du tissu tumoral et à l’induction d’hypoxie. De plus, la tumeur n’est plus 
perfusée en son centre, ceci mènera à la mort par nécrose des cellules se trouvant au centre 
de la lésion néoplasique. La diminution de la perfusion serait même un indice du grade de 
la tumeur (Law et al., 2003). Dans les dernières années, une nouvelle stratégie dans le 
traitement des gliomes malins a été exploitée et consiste à normaliser la vascularisation 
tumorale. Les cellules gliales sécrètent le VEGF pour induire la formation de nouveaux 
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vaisseaux sanguins. La normalisation de la vascularisation s’effectue en captant le VEGF, 
ainsi on l’empêche d’atteindre les cellules endothéliales et d’induire la néo-angiogenèse. Le 
bevacizumab (Avastin®), un anticorps ciblant le VEGF-A, a été utilisé dans plusieurs 
études cliniques pour des patients atteints de GBM (Soda et al., 2013). Les premières 
études cliniques qui ont été effectuées avec les patients atteints de GBM utilisaient les 
mêmes critères qu’auparavant pour mesurer la réponse au traitement, c’est-à-dire la réponse 
radiologique. En effet, l’utilisation d’images IRM pondérées T1 pré- et post- contraste 
permet habituellement de déterminer s’il y a régression, stabilisation ou progression de la 
masse tumorale. Les vaisseaux de la BHT ne fuient plus suite au traitement à l’Avastin®, 
puisque la normalisation des vaisseaux est réussie. Cependant, il est faux de conclure que la 
masse tumorale a diminuée, puisque les cellules néoplasiques sont toujours présentent au-
delà de la BHT normalisée (Narayana et al., 2012). L’Avastin® est donné parfois seul, 
sinon en combinaison avec d’autres traitements (irinotécan, etoposide, temozolomide, 
elortinib, irradiation). Cependant, aucune étude n’a pu démontrer un réel effet bénéfique du 
traitement au bevacizumab sur la survie des patients atteints de gliomes malins (Chinot et 
al., 2014; Desjardins et Vredenburghm 2010; Gilbert et al., 2014). Il est important de noter 
que l’Avastin en normalisant la BHT empêche également l’acheminement de composés. 
Ainsi, une augmentation de la perfusion selon une autre stratégie que la thérapie 
antiangiogénique pourrait possiblement être bénéfique dans le traitement des tumeurs 
cérébrales, mais il faudrait toutefois utiliser une stratégie augmentant l’acheminent au-delà 
de la barrière.  
Il faut également noter que les GBMs utiliseraient cinq mécanismes de 
néovascularisation : la co-option vasculaire, l’angiogenèse, la vasculogénèse, le mimétisme 
vasculaire et la transdifférentiation des cellules de glioblastome en cellule ayant un 
phénotype endothélial (Hardee et al., 2012). Bien que ces observations ont été effectuées 
chez la souris, il semblerait même que le mimétisme vasculaire serait utilisé par les GBMs 
et contribuerait à l’induction de la radiorésistance (Shaifer, Huang et Lin, 2010). Il ne serait 
pas impossible que suite à un traitement à l’Avastin, les cellules tumorales priorisent le 
mimétisme vasculaire et la transdifférentiation de cellules GBM-endothéliales pour 
augmenter leur résistance au traitement de radio et/ou chimiothérapie et leur apport 
vasculaire. Il n’est cependant pas impossible de croire qu’une autre stratégie permettant 
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l’augmentation de la perfusion de la tumeur combinée à un traitement de radiothérapie ou 
de chimiothérapie avec acheminement au-delà de la BHE chez des patients nouvellement 
diagnostiqués de GBM aurait des résultats prometteurs. 
 
La présence de la BHE et de la BHT est limitante à un point tel que dans plusieurs 
études précliniques in vivo les auteurs implantent les tumeurs gliales en sous-cutané afin de 
démontrer l’effet anti-néoplasique de leur nouveau composé (Bai et al., 2013; Bota et al., 
2013; Mayas et al., 2012). De plus, plusieurs molécules ayant démontré un fort potentiel 
thérapeutique lors d’études in vitro n’ont pas démontré d’effet sur la survie en étude 
clinique (Chang et al., 2005; Reardon et al., 2010; Thiessen et al., 2010; Uhm et al., 2011). 
Cependant, très peu d’études ont été effectuées pour valider l’acheminement de ces 
molécules au SNC avant l’initiation des essais cliniques. Puisqu’il n’a pas été démontré que 
ces agents puissent atteindre le SNC, il est légitime de croire que ces agents n’atteignent 
pas ou du moins pas en concentration suffisante les cellules tumorales afin d’avoir un effet 
thérapeutique. 
 
Le rôle de la BHT et celui de la BHE sont très controversés en neuro-oncologie. Les 
groupes ne leur donnant pas d’importance ont pour argument que les agents de contraste 
IRM et de tomodensitométrie (TDM) qui permettent la détection des lésions néoplasiques 
cérébrales, s’accumulent à la tumeur due à la plus grande perméabilité de la BHT. Bien que 
ce fait soit exact pour certains agents de chimiothérapie, ces groupes infèrent que la BHT 
permet l’acheminement de toute molécule à la lésion tumorale, et ce, en concentration 
suffisante pour obtenir un effet thérapeutique.  
 
Dans le contexte où les gliomes malins sont des tumeurs très invasives et 
récidivantes à distance de la lésion principale, la perméabilité sélective de la BHT seule 
n’est pas suffisante pour acheminer les agents de chimiothérapie aux cellules tumorales 





1.4 Acheminement au système nerveux central 
 
Différentes stratégies ont été développées afin d’augmenter l’acheminement d’agents 
thérapeutiques aux cellules tumorales : l’injection intracérébroventriculaire, l’injection 
intracérébrale au niveau du lit tumoral, la clyse, les anticorps et peptides pouvant servir de 
chevaux de Troie en ciblant les mécanismes de transport par récepteur à la BHE, les 
formulations liposomales, ainsi que la perméabilisation de la BHE soit par ultrasons, par 
intervention pharmacologique ou osmotique.  
 
 
1.4.1 Injection intracérébroventriculaire 
 
L’injection intracérébroventriculaire (ICV) n’augmente que très peu l’acheminement 
au SNC puisque les courants de convection du liquide céphalo-rachidien (LCR) sont plus 
rapides que la diffusion de la molécule dans le parenchyme cérébral à partir de la surface 
des cellules épendymaires tapissant les ventricules. Les cellules épendymaires représentent 
également une barrière à l’acheminement des agents administrés en ICV. Il a été démontré 
chez le primate dans les années 1970 que la concentration de la molécule dans le 
parenchyme diminue de façon logarithmique avec la distance de la surface épendymaire, 
limitant l’application de cette méthode d’acheminent pour les néoplasies du SNC (Blasberg 
et al., 1975). 
 
 
1.4.2 Injection intracérébrale 
 
L’injection intracérébrale dans le site de résection est une voie d’administration 
intéressante, car elle permet d’atteindre les cellules tumorales tapissant le lit chirurgical. 
Cependant, les agents antinéoplasiques ne diffusent pas suffisamment dans le parenchyme 
cérébral afin de permettre d’atteindre les cellules ayant migré à distance. La clyse est une 
autre forme d’injection intracérébrale et consiste en l’implantation de cathéters dans le 
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parenchyme cérébral au pourtour de la tumeur. Lors de la clyse, l’administration de la 
chimiothérapie se fait en continu créant ainsi un courant de convection positif permettant la 
diffusion des composés administrés. Des études précliniques et cliniques utilisant cette 
stratégie sont présentement en cours. Cependant, l’élaboration de cathéters optimaux est 
nécessaire et malheureusement cette méthode d’acheminement est locale puisque les 
molécules administrées ne diffusent que sur quelques millimètres.  
 
 
1.4.3 Chevaux de Troie 
 
Le concept des chevaux de Troie consiste en l’utilisation d’un peptide ou anticorps 
ciblant un des récepteurs des RMT de la BHE. Le peptide ou anticorps est couplé à la 
molécule/liposome/nanoparticule à être acheminé. Peu sont disponibles pour la recherche 
clinique, car plusieurs difficultés sont reliées à cette stratégie. Premièrement, ils doivent 
être conçus pour cibler un récepteur hautement exprimé à la BHE, la spécificité pour leur 
récepteur doit être assez bonne pour permettre un acheminement à travers la BHE, mais 
l’affinité ne doit pas être trop forte, afin de permettre le relargage vers le parenchyme 
cérébral et ne pas rester emprisonné et dégradé dans les cellules endothéliales (Alata et al., 
2014; Bien-Ly et al., 2014). Jusqu’à présent plusieurs équipes se sont intéressées à ce mode 
d’acheminement pour traiter diverses pathologies puisqu’il permet une large distribution du 
composé à travers le SNC.  
 
Un peptide nommé ANG1005 ou GRN1005 (3 molécules de paclitaxel combinées à 
une molécule Angiopep-2 ciblant LRP1) est toujours en étude clinique. Les résultats 
préliminaires ne semblent pas démontrer un réel impact sur la survie des patients (Drappatz 
et al., 2013; Kurzrock et al., 2012; Regina et al., 2008). De plus, LRP1 est très faiblement 
exprimé à la BHE chez l’humain, ce qui pourrait expliquer les résultats de leurs études 
(Urich et al., 2012; Ohtsuki et al., 2013). Selon ces études, le récepteur de la transferrine 
est le RMT le plus exprimé au niveau de la BHE chez l’humain. Plusieurs groupes de 
recherche, tel que celui du Dr Ryan Watts à Genetech travaillent à mettre au point des 
anticorps ciblant le récepteur à la transferrine. Le groupe de Dr Watts a réussi à développer 
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un anticorps reconnaissant le récepteur de la transferrine permettant d’augmenter 
l’acheminement de BACE1 au SNC de souris (Bien-Ly et al., 2014). 
Le groupe de Dr Danica Stanimirovic a récemment publié des travaux sur la 
pharmacocinétique de peptides (FC5 et FC44) qu’ils ont identifiés par la technique de 
« phage display » ciblant le « neonatal Fc receptor ». Leurs résultats démontrent autant in 
vitro qu’in vivo la capacité des peptides à être internalisés du côté luminal des cellules 
endothéliales et d’être relâchés du côté abluminal (Haqqani et al., 2013). Leurs premières 
études précliniques sont toujours en cours et sont effectuées dans un modèle de douleur 
chronique.  
Il important de noter qu’il s’agit d’une excellente stratégie pour l’acheminement à 
large distribution dans le SNC de façon non invasive. Il est impératif que les équipes de 
recherche dans ce domaine persévèrent afin d’optimiser cette stratégie. 
 
 
1.4.4 Formulations liposomales 
 
Plusieurs groupes de recherche travaillent au développement de formulations 
liposomales afin de diminuer la toxicité systémique des agents anti-néoplasiques et pour 
augmenter leur demi-vie plasmatique pour tout type de cancer. Le liposome est constitué 
d’une double membrane lipidique, d’autres ont du polyéthylène glycol lié à la surface 
externe du liposome (« stealth » ou « PEG-coated » liposomes). Ces liposomes sont plus 
stables et par conséquent demeurent en circulation plus longtemps dans l’organisme. Les 
liposomes peuvent également être fonctionnalisés, dans ce cas un anticorps ou ligand est lié 
à la membrane des liposomes afin qu’ils reconnaissent spécifiquement un transporteur pour 
traverser la BHE et/ou un récepteur exprimé par les cellules tumorales (Abu Lila et al., 
2009; Boado et Pardridge, 2011; Brasnjevic et al., 2009; Pardridge, 2007b; Rivest et al., 
2007; Shi et Pardridge, 2000; Tian et al., 2010; Visser et al., 2005). Cette stratégie permet 
donc une accumulation spécifique. Les liposomes non fonctionnalisés s’accumuleraient aux 
tumeurs par l’effet EPR (« enhanced permeability and retention »). L’explication de l’effet 
EPR repose sur la diminution du flot sanguin local et l’augmentation de la perméabilité des 
vaisseaux sanguins à la tumeur permettant l’accumulation non spécifique des liposomes 
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aux tumeurs (Fang et al., 2011). Certains liposomes sont conçus pour être thermosensibles; 
ainsi suite à leur administration IV, la température à la tumeur est augmentée par IRM et 
cette augmentation de température induit la perméabilisation des liposomes. Ainsi ces 
derniers libèrent leur contenu à l’endroit précis où la température a été augmentée (Gong et 
al., 2011; Lindner et al., 2005). Plusieurs formulations commerciales sont disponibles et/ou 
en étude clinique. Certaines formulations sont testées en étude clinique sur les gliomes 
malins, cependant ce sont tous des « PEG-coated » liposomes non fonctionnalisés. Les 
résultats des études cliniques en cours sont principalement que les liposomes sont bien 
tolérés, mais qu’ils ne semblent pas avoir d’effet significatif sur la survie des patients (Hau 
et al., 2004). Une étude phase I vient d’être commencée en décembre 2013 à l’Université 
de Californie à San Francisco. Dans cette étude, des nanoliposomes contenant de 
l’irinotécan sont administrés par clyse chez des patients ayant une récidive d’un gliome de 




1.4.5 Perméabilisation de la BHE par ultrasons 
 
Cette technique permet de perméabiliser la BHE de façon contrôlée, réversible et 
précise (locorégionale). Elle doit être effectuée dans un scanneur IRM afin de guider la 
procédure qui consiste en l’injection de microbulles dans la circulation sanguine et la 
focalisation d’ultrasons de basse fréquence à un endroit déterminé (Hynynen et al., 2001; 
Hynynen et al., 1997). L’interaction mécanique entre les vaisseaux sanguins, les 
microbulles et les ultrasons provoquerait un désassemblage réversible des jonctions serrées 
menant à une augmentation de la perméabilité de la BHE (Sheikov et al., 2008; Shang et 
al., 2011). Cette procédure est toujours en développement afin qu’elle puisse être effectuée 
avec précision sans avoir à retirer un volet de la boîte crânienne et sans induire d’effets 
thermiques indésirables (Hynynen et al., 1997; Hynynen et al., 2005; Marquet et al., 2014; 
Treat et al., 2012). Bien que cette technique soit fort intéressante, cette stratégie vise un 
acheminement ciblé ce qui comme discuté précédemment n’est pas optimal pour le 





1.4.6 Perméabilisation pharmacologique de la BHE 
 
L’ouverture pharmacologique de la BHE est une autre stratégie intéressante qui met à 
profit les protéines des jonctions serrées ou les récepteurs de la bradykinine. Il a été 
démontré que la répression de l’expression de la claudine 5 permet d’induire une 
perméabilisation de la BHE chez la souris (Deli, 2009; Nitta et al., 2003). Cependant, cette 
stratégie n’a pas été développée davantage avec l’objectif d’acheminer des composés au 
SNC.  
L’expression du récepteur B1R de la bradykinine est induite en présence 
d’inflammation et le récepteur B2R est exprimé de façon constitutive au niveau des cellules 
endothéliales. L’activation des récepteurs de la bradykinine mène à une augmentation de la 
perméabilité des capillaires. Ainsi l’administration d’un puissant agoniste de ces récepteurs 
induira une augmentation de la perméabilité de la BHT due à la présence de B1R induite 
par l’inflammation et de la BHE induite par la présence de B2R exprimé de façon 
constitutive. Puisque la bradykinine a court temps de demi-vie plasmatique, plusieurs 
équipes ont travaillé à développer des agonistes plus stables et de très haute affinité et 
spécificité que ce soit pour le récepteur B1R ou B2R (Bélanger et al., 2009; Côté et al., 
2009; Inamura et al., 1994). Le plus connu est le Cereport (RMP-7). Sa liaison spécifique 
au récepteur B2R induit une augmentation de calcium intracellulaire qui module les 
jonctions serrées menant à la perméabilisation de la BHE (Sanovich et al., 1995). Une 
étude phase II, randomisée, à double-aveugle, chez des patients atteints de gliomes malins a 
été effectuée en combinant le RMP-7 IV avec du carboplatin. Cependant, cette étude n’a pu 
démontrer d’effet significatif sur la survie et la compagnie responsable de l’étude clinique a 
interrompu la phase III de ce composé chez des patients nouvellement diagnostiqués pour 
un GBM (Prados et al., 2003). De nouveaux agonistes contre le récepteur B1R et B2R ont 
été développés par l’équipe du Dr Fernand Gobeil à l’Université de Sherbrooke. Leurs 
études précliniques sont toujours en cours (Bélanger et al., 2009; Côté et al., 2009; 2012; 





1.4.7 Perméabilisation osmotique de la BHE 
 
L’ouverture osmotique de la BHE (OBHE) a été développée au début des 
années 1970 par Dr Stanley I. Rapoport (Rapoport et al., 1971). Vers la fin des 
années 1970, Dr Edward A. Neuwelt s’est ensuite intéressé à la procédure dans le but de 
l’appliquer chez l’humain afin d’augmenter l’acheminement d’agents anti-néoplasiques au 
SNC dans le traitement des tumeurs cérébrales (Neuwelt et al., 1979a). Les études cliniques 
utilisant l’OBHE comme procédure d’acheminement d’agents anti-néoplasiques sont en 
cours depuis 1983 (Neuwelt et al., 1983a). La procédure d’OBHE consiste en 
l’administration à haut débit d’une solution hyperosmolaire de mannitol 25 % dans un 
réseau artériel cérébral donné. Ce haut débit d’infusion est nécessaire afin de s’assurer de 
bien remplir le réseau vasculaire et que le sang ne diluera pas la solution osmolaire 
puisqu’une osmolarité de 1.6 mOsm/L est nécessaire pour perméabiliser la BHE (Rapoport 
et al., 1980a). La solution doit être administrée à haut débit pendant 30 secondes afin 
d’exposer les cellules endothéliales cérébrales suffisamment longtemps à la solution 
hyperosmolaire pour induire un choc osmotique (Rapoport et al., 1980a). Le choc 
osmotique amènera une perméabilisation réversible de la BHE qui sera induite par une 
déshydratation des cellules endothéliales menant à la création de pores entre celles-ci et 
corollairement à un bris des jonctions serrées (Figure 1.3) (Rapoport et Robinson, 1986). 
Les pores ainsi créés entre les cellules endothéliales permettront aux agents administrés 
dans le réseau vasculaire d’atteindre le parenchyme cérébral par diffusion ainsi que par son 
transport via le flot du plasma s’écoulant du sang vers le cerveau (Robinson et Rapoport, 
1987). Le débit du plasma permet à l’agent administré d’être distribué dans le parenchyme 
cérébral et ne pas s’accumuler dans l’espace périvasculaire. La perméabilisation sera 
également accompagnée d’une augmentation de 1 à 1,5 % du volume cérébral due à 
l’extravasation du plasma sanguin induite par la pression osmotique et du gradient de la 
pression hydrostatique créés dans le capillaire sanguin (Rapoport, 1985). Le surplus 
liquidien induit par la procédure d’OBHE est éliminé du SNC avec le LCR en quelques 
heures (Rapoport et al., 1980a). La molécule acheminée dans l’espace périvasculaire 
cérébral diffusera ensuite à travers le parenchyme cérébral, ce constat est facilement 
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effectué par étude immunohistochimique contre l’albumine sur des coupes de cerveau ayant 
subi une OBHE. En effet, l’albumine se retrouve dans le parenchyme cérébral et non 
accumulé dans les espaces périvasculaires. 
L’acheminement d’une molécule au SNC suite à l’OBHE pourrait être estimé en 





= PAeff  C𝑝𝑝𝑝𝑝 = PA+ 𝑓𝑓 1− 𝜎𝜎 Cpl 
 
 
Dans cette équation, le changement de la concentration dans le cerveau (Cbr) d’une 
molécule dans le temps t est proportionnel à sa concentration dans le plasma (Cpl) et le 
produit d’aire de surface-perméabilité « permeability-surface area product » (PAeff). Le 
PAeff comprend la composante reliée à la diffusion (PA), le débit du plasma (𝑓𝑓=16 x 10-5 
cm3.s-1.g de cerveau-1) et le coefficient de réflexion (𝜎𝜎) qui se situe entre 0 et 1 selon la 
taille de la molécule et le rayon des pores créés entre les cellules endothéliales (Ziylan, 
Robinson et Rapoport, 1984). Cependant, plusieurs biais sont induits lors de l’utilisation de 
cette formule. Premièrement, le débit du plasma a été calculé pour les dix premières 
minutes suite à l’infusion du mannitol chez le rat, la taille moyenne des pores a été estimée 
à 200 Armstrong lorsque la BHE est perméabilisée et à 8 Armstrong pour une BHE 
normale. Il a cependant été démontré que l’OBHE permet l’acheminement de virus d’une 
taille au-delà de 600 Armstrong et que cette estimation repose encore une fois sur un 
modèle mathématique et non sur des observations physiologiques. De plus, les jonctions 
serrées ouvertes suite à l’OBHE seraient chargées négativement et la formule ne tient pas 
compte de la charge des jonctions serrées, ni de la charge de la molécule à acheminer. 
L’administration de composés « pégylés » pouvant adhérer aux pores entre les cellules 
endothéliales non plus. Cette formule a également été développée en tenant compte que 
l’OBHE permettait l’accumulation de substrat des pompes à efflux, alors que cette 
assomption ne reposait sur aucune étude. De plus, la très grande variabilité interprocédure 
chez un même individu ou interindividu rend difficile l’application d’un modèle robuste 
pour l’étude de l’OBHE. Il faut également considérer que le processus d’OBHE est 
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réversible et qu’ainsi la perméabilité de la BHE varie dans le temps. Les estimations 
effectuées à l’aide de cette équation doivent donc être utilisées avec précaution. 
 
 La variabilité de l’OBHE intersujet et interprocédure chez un même sujet reste 
jusqu’à aujourd’hui un problème irrésolu (Joshi et al., 2010). Même si la mesure d’une 
molécule dans le LCR n’est pas représentative d’un acheminement parenchymateux, une 
étude effectuée chez des patients où le methotrexate était quantifié dans le LCR suite à une 
OBHE montre des variations des concentrations obtenues de 10 à 25 fois lors de procédure 
où le degré de perméabilisation de la BHE déterminé par TDM variait de degré de 10 fois 
(Zylber-Katz et al., 2000). Malgré les efforts de plusieurs groupes de recherche afin 
d’identifier les paramètres affectant ces variations afin de les contrôler, la variabilité du 
processus reste inchangée (Joshi et al., 2010). Plusieurs facteurs ont été déterminés pouvant 
affecter le degré de perméabilisation de la BHE. Nous pouvons les diviser en quatre 
classes : physiologiques, pharmacologique, statut pathologique, évaluation de la 
perméabilité. Les facteurs physiologiques incluent l’anatomie vasculaire régionale, 
l’hypercapnie, la pression sanguine, la température et le débit sanguin (Ueno, 2007; 
Baumchach, Mayhan et Heistad, 1986; Al-Sarraf, Ghaaedi et Redzic, 2007; Chi, Lui et 
Weiss, 2001; Wang, Etu et Joshi, 2007). Les facteurs pharmacologiques comprennent : le 
type d’agent perméabilisant, l’utilisation de stéroïdes, la concentration de Mg2+ et Ca2+, 
l’anesthésiant et la concentration de NO (Bullard, Bourdon et Bigner, 1984; Neuwelt et al., 
1993; Euser, Bullinger et Cipolla, 2008; Bhattacharjee et al., 2001; Remsen et al., 1999; 
Gumerlock et Neuwelt, 1990; Boje et Lakhman, 2000; Boje, 1996). En nous rapportant à 
cette liste, nous pouvons également hypothétiser que d’autres molécules vasoactives 
endogènes tel que la bradykinine, l’adrénaline, la noradrénaline et l’endothéline pourraient 
également avoir un effet sur le degré de perméabilisation de la BHE lors d’une OBHE. Le 
statut du pathologique du patient inclurait différents facteurs tels que l’inflammation, les 
convulsions, l’ischémie, d’autres maladies du CNS (ex : sclérose en plaques) (Ballabh, 
Braun et Nedergaard, 2004; van Horssen et al., 2007; Soon et al., 2007; Rudà, Trevisan et 
Soffietti, 2010; Kalayci et al., 2006; Brown et Davis, 2002). L’évaluation de la 
perméabilisation induit évidemment une autre source de variation : les outils pour mesurer 
l’état de la perméabilsation, le temps entre la fin de l’infusion du mannitol et la mesure de 
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du degré de perméabilisation, les critères établis (objectivité, quantitative, reproductible) 
(Bellavance, Blanchette et Fortin, 2008; Siegal et al., 2000; Brown, Egleton et Davis, 
2004). Les différences interespèces ainsi que l’effet de la profondeur de l’anesthésie n’ont 
pas été étudiés, mais selon la nature de ces facteurs, il serait juste de croire qu’ils 




Figure 1.3. Perméabilisation de la BHE par choc osmotique 
A) Structure de la BHE normale, (B) structure de la BHe suite à l’administration du 
mannitol 25% pendant 30 secondes; les cellules endothéliales ayant subi un choc osmotique 
se sont vidées de leur eau et contractées sur elles-mêmes menant à un bris des jonctions 




1.4.7.1 Perméabilisation osmotique de la BHE chez l’humain 
 
En clinique, les patients qui subissent une OBHE sont admis en salle d’angiographie 
où ils sont mis sous anesthésie générale. Le traitement combine la procédure d’OBHE à 
l’administration d’un régime d’agents antinéoplasiques. Certains de ces agents ont besoin 
d’être préalablement métabolisés pour être sous leur forme active lorsqu’ils seront 
acheminés à la tumeur suite à la perméabiliation de la BHE. Leur administration IV est 
donc effectuée avant l’OBHE et dure 10 minutes. Pendant leur infusion, un cathéter est 
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installé dans l’artère fémorale par un radiologiste et par cette voie ce dernier cannule 
l’artère cérébrale appropriée. Le choix de l’artère est effectué selon la position de la lésion 
néoplasique à traiter donc au niveau de la vertèbre cervicale C2-C3 dans la carotide si la 
tumeur est antérieure, ou au niveau de C5-C6 de l’artère vertébrale si la lésion est 
postérieure. Le mannitol (25 %) est ensuite infusé à haut débit (4 à 10 mL/sec). Le débit 
d’infusion du mannitol est déterminé par fluoroscopie avec l’administration de contraste 
iodé. Le débit d’infusion du mannitol est fixé en déterminant le plus faible débit à partir 
duquel un débit rétrograde est observé à partir de la canule. Ainsi, le débit d’infusion du 
mannitol est assurément plus rapide que le débit sanguin et permet de complètement 
remplir de mannitol l’arbre vasculaire durant les 30 secondes de l’infusion. Cinq minutes 
suite à la procédure d’OBHE, les agents de chimiothérapie ne nécessitant pas de 
bioactivation sont administrés IA via la même canule que le mannitol et leur infusion dure 
10 minutes. Les patients sont ensuite extubés et ramenés à leur chambre pour le réveil. Les 
patients reçoivent un traitement par mois. Si le patient est atteint d’un GBM multifocal, il y 
aura alternation du territoire cérébral traité à chaque cycle. Dans 6 à 7 % des cas, l’OBHE 
est accompagnée de convulsions, afin de les éviter, préalablement à la procédure d’OBHE 
des anticonvulsivants sont administrés aux patients ainsi qu’une dose d’atropine, afin de 
prévenir la bradycardie induite par la procédure d’OBHE. Les patients sont également tous 
traités aux glucocorticoïdes, afin de contrôler l’œdème cérébral causé par la procédure 
d’OBHE. Pour évaluer la qualité de la perméabilisation de la BHE en clinique, un agent de 
contraste radiographique non ionique peut être administré et un scan par TDM effectué 
pour documenter le degré de perméabilisation. À l’aide d’une échelle visuelle, ce dernier 
sera qualifié de nul, modéré, bon ou excellent (Roman-Goldstein et al., 1994; Haluska et 
Anthony, 2004; Fortin et al., 2005; Fortin et al., 2007).  
En clinique, l’utilisation de la fluoroscopie permet de déterminer le débit d’infusion 
du mannitol optimal et permet de mieux contrôler la qualité de la procédure en lien avec 
l’hémodynamie. La procédure reste cependant très variable d’un individu à l’autre et 
interprocédure chez le même individu. Il faut considérer que l’anatomie cérébrovasculaire 
bien qu’au niveau macroscopique est généralement la même, est propre à chaque individu à 
une échelle réduite; la taille de la tumeur ainsi que la pression partielle du CO2 sanguin 
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peuvent affecter la pression intracrânienne ainsi que la pression du fluide interstitiel qui 
auront également un impact sur l’étendue de l’OBHE (Remsen et al., 1999).  
 
Bien que la procédure d’OBHE soit une technique invasive, le groupe de Dr Neuwelt 
a démontré que son utilisation en contexte standardisé est sécuritaire et efficace (Doolittle 
et al., 2000; Roman-Goldstein et al., 1995). De plus, il ne semble pas y avoir de déficit 
neurologique relié à la procédure d’OBHE (Rapoport et Thompson, 1973; Roman-
Goldstein et al., 1995; McAllister et al., 2000). Le plus important est évidemment qu’elle 
permet d’augmenter de façon significative la survie des patients atteints de tumeurs 
primaires, de métastases et de lymphomes cérébraux (Neuwelt et al., 1983a; Shapiro et al., 
1992; Watne et al., 1992; Fortin et al., 2005; Fortin et al., 2007; Macnealy et al., 2008). La 
survie médiane des patients atteints de GBM traités en première ligne avec l’OBHE et le 
régime d’agents anti-néoplasiques comprenant le carboplatin, l’etoposide et le 
cyclophosphamide est de 32,2 mois (Fortin et al., 2005). Cette stratégie d’acheminement 
combinée à l’administration intra-artérielle de chimiothérapie permet donc de doubler la 
survie médiane des patients, lorsque comparée au traitement standard associé à une survie 
médiane de 14,6 mois (Stupp et al., 2005). Malgré l’efficacité de cette procédure, il est 
impératif de détailler davantage son processus dynamique afin de savoir comment l’adapter 
à de nouveaux agents antinéoplasiques. Premièrement, en caractérisant la durée de la 
perméabilisation de la BHE pour différentes molécules. Ainsi nous pourrons déterminer s’il 
serait approprié d’ajuster le temps où l’administration des agents de chimiothérapie est 
initiée suite à l’OBHE. Cette étude serait d’autant plus valide puisqu’il semblerait que la 
durée de la perméabilisation semble est différentes selon la molécule à être acheminée 
(Robinson et Rapoport, 1987). Afin de clarifier ce point, il faudrait construire une étude 
dans laquelle l’acheminement au SNC et à la tumeur d’au moins deux agents ayant des 
propriétés chimiques différentes est comparé suite à leur administration à la même dose 
après une procédure d’OBHE.  
La seule étude ayant mesuré l’acheminement d’un agent de chimiothérapie chez 
l’humain a été effectuée lors des premiers essais cliniques de l’OBHE avec le methotrexate 
(Neuwelt et al., 1981). Le methotrexate avait alors été sélectionné pour sa faible toxicité, le 
fait qu’une étude de 8 patients avait rapporté une réponse chez 7 des 8 patients et que 
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l’accès au 125I-methotrexate permettait sa quantification dans le sérum et le LCR des 
patients. Les auteurs ont observé que la concentration de methotrexate dans le LCR ne 
corrèle pas avec le degré de perméabilité de la BHE observé par TDM. Cependant une 
étude similaire effectuée chez le chien a démontré que les niveaux de methotrexate dans le 
cerveau et le LCR ne corrèlent pas (Neuwelt et al., 1980). La seule autre étude effectuée 
chez l’humain ayant pour objectif de caractériser le processus d’OBHE a été effectuée par 
tomographie d’émission monophotonique avec du 99mTc-glucoheptonate. L’objectif de 
l’étude était de caractériser la durée de la perméabilisation de la BHE. Les résultats de 
l’étude suggèrent que la durée de l’OBHE est plus longue qu’elle avait préalablement été 
estimée. La BHE serait très perméable aux petits composés dans les 40 minutes suivant 
l’infusion du mannitol et reviendrait normale après 6 à 8 heures lorsque la perméabilisation 
de la BHE était qualité de bonne à excellente (Siegal et al., 2000). Dans le cas d’OBHE 
d’intensité faible à modérer, la BHE semblait avoir retrouvé la perméabilité normale après 
90 minutes pour le même composé. La durée de la perméabilisation semble donc varier 
selon son intensité et la molécule à acheminer au SNC. 
 
 
1.4.7.2 Perméabilisation osmotique de la BHE chez l’animal 
 
Parmi les autres études qui ont été effectuées afin de caractériser le processus 
d’OBHE, différents modèles animaux tels que le chien, le rat, le lapin et le primate ont été 
utilisés. Les premières études ont été effectuées chez le primate et le chien. L’utilisation 
d’animaux plus évolués a permis de commencer les études cliniques plus rapidement. De 
plus, ces premières études ont été effectuées en même temps que la faisabilité d’augmenter 
l’acheminement au SNC par l’ouverture osmotique de la BHE. À l’époque, différentes 
solutions hyperosmolaires ont été testées telles que l’urée, l’arabinose, le mannitol, 
lactamide (Rapoport, Hori et Klatzo, 1971; Rapoport, Bachman et Thompson, 1972; 
Rapoport et Thompson, 1973; Hicks, Albrecht et Rapoport, 1976). Ensuite, la procédure 
d’OBHE majoritairement étudiée chez le rat. Quelques études ont été effectuées chez le 
lapin puisque l’anatomie de l’arbre vasculaire cérébral est moins variable interindividu pour 
cette espèece. Cependant, la grande majorité des études ont été effectuée chez le rat. La 
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plupart des groupes de recherche utilisent un débit d’infusion du mannitol de 0,12 mL/s 
bien que certains utilisent des débits de 0,08 et de 0,10 mL/s (Beck et al., 1984; Neuwelt et 
al., 1988; Chi et al., 1998; Remsen et al., 1999; Chi et al., 2000; Muldoon LL et al., 1995; 
Blanchette et al., 2009). Il a été démontré à plusieurs reprises que le débit d’infusion de la 
solution hyperosmolaire a un impact sur le degré de perméabiliation de la BHE (Remsen et 
al., 1999; Fortin et al., 2004; Blanchette et al., 2012). Il a été déterminé qu’à 0,12 mL/s la 
plupart des OBHE sont de qualité modérée avec un faible taux de mortalité. Le choix de 
l’anesthésiant a également un impact sur la qualité de l’OBHE puisqu’il a un effet sur les 
paramètres hémodynamiques qui affectera l’acheminement au SNC suite à l’OBHE 
(Gumerlock et al., 1990; Chi et al., 1998; Remsen et al., 1999; Fortin et al., 2004). Les 
animaux anesthésiés au propofol auront une meilleure OBHE que les animaux anesthésiés 
au phénobarbital, à l’isoflurane ou à la kétamine/xylazine. L’anesthésie au methoxyflurane 
ou fentanyl droperidol nuit davantage à la qualité de l’OBHE. Afin d’obtenir une bonne 
perméabilisation de la BHE, avec un faible taux de mortalité la combinaison optimale 
consiste en un débit d’infusion du mannitol à 0,12 mL/s, sous anesthésie générale au 
propofol pour un rat d’un poids d’environ 250 g.  
Ces études précliniques ont été entreprises afin de peaufiner le protocole et de 
caractériser les différents paramètres de l’OBHE, tels que : l’acheminement de différents 
composés, la toxicité reliée à leur acheminement, la durée de la perméabilité de la BHE 
ainsi que la distribution des composés dans la tumeur et à travers le SNC (Bhattacharjee et 
al., 2001a; 2001b; Blanchette et al., 2009; Brown et al., 2004; Fortin et al., 2004; Fortin et 
al., 2000; Hsieh et al., 2005; Kaya et al., 2004; Morikawa et al., 1999; Muldoon et al., 
1995; Siegal et al., 2000; Zünkeler et al., 1996b). Le plus utilisé de ces modèles est le rat, 
puisqu’il constitue le modèle le moins évolué dans lequel on peut étudier le processus 
d’OBHE. Comme que discuté précédemment la durée de la perméabilisation chez l’humain 
n’a pas été étudiée de façon extensive et les données sont très variable. La durée de 
perméabilisation déterminée dans les différentes études effectuées chez les animaux varie 
de 10 min à 2 heures (Rapoport et al., 1980a; Kessler et al., 1984; Zünkeler et al., 1996). 
La variabilité des modèles, des molécules utilisées et des doses d’injection donne toutefois 
lieu à une grande variabilité dans les résultats. Il est donc difficile d’établir un comparatif 
d’acheminement pour deux molécules ayant différentes propriétés et d’estimer la valeur des 
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précédentes études. De plus, le processus d’OBHE est très variable d’un individu à l’autre 
et même interprocédure chez un même individu (Siegal et al., 2000; Zylber-Katz et al., 
2000). Il serait donc bénéfique de comparer l’acheminement de deux molécules de poids 
moléculaire différent administrées à la même dose dans le même modèle animal. 
 
 
1.5 Acheminement aux cellules tumorales gliales infiltratives 
 
Même si un composé est acheminé au SNC, il doit atteindre les cellules tumorales en 
concentration suffisante et être en leur présence pour une durée assez longue afin de 
pénétrer la cellule et avoir son effet anti-néoplasique. Selon la Figure 1.4, une augmentation 
de l’acheminement au cerveau dans l’espace interstitiel (EC, extracellulaire) n’est pas 
garante d’un acheminement dans la cellule tumorale et par conséquent d’un effet 
thérapeutique. La molécule peut être redistribuée dans le LCR ou être rejetée dans la 
circulation sanguine. De plus, l’expression de pompe à efflux par les cellules tumorales 
permet de croire que malgré l’acheminement au SNC de substrats de pompes à efflux par 
une technique permettant de contourner la BHE, ces derniers ne pourraient pénétrer les 
cellules néoplasiques et mènerait simplement à leur accumulation dans l’espace 
















Figure 1.4. Biodistribution de composés au SNC et accumulation aux cellules 
tumorales (adapté avec permission de Di, Rong et Feng. 2013) 
La concentration d’une molécule au niveau de la cellule tumorale est influencée par quatre 
compartiements et les échanges entre ces derniers. Les compartiments à considérer sont : 1) 
le sang, 2) le liquide céphalo-rachidien (LCR), 3) le parenchyme cérébral (ou cerveau) et 4) 
la cellule tumorale. Le composé administré dans le sang sera libre ou lié à des protéines 
plasmatiques. Le composé doit dans la plupart des cas être libre afin d’atteindre sa cible et 
d’avoir son effet thérapeutique. 
Abréviations : concentration de la molécule plasmatique sous sa forme liée (Cp,l), 
concentration de la molécule plasmatique sous sa forme libre, non liée (Cp,nl), concentration 
de la molécule dans le liquide céphalo-rachidien (CLCR), concentration de la molécule dans 










L’ouverture osmotique de la barrière hématoencéphalique permet d’augmenter de 
façon significative la survie médiane des patients atteints de GBM. Plusieurs études ont été 
effectuées pour améliorer la compréhension du processus d’OBHE. Cependant, nous ne 
savons pas si l’acheminement au parenchyme cérébral suite à l’OBHE est différent pour 
des molécules de différents poids moléculaires ou pour un substrat des pompes à efflux. En 
clinique, il n’y a pas de différents protocoles d’administration selon l’agent de 
chimiothérapie administré suite à l’OBHE, à l’exception des agents nécessitant d’être 
métabolisé pour devenir actif et sont par conséquent administrés IV pré-OBHE. De plus, la 
présence des pompes à efflux non seulement au niveau de la BHE et de la BHT, mais au 
niveau des cellules tumorales gliales, ne nous permet pas de savoir si les agents de 
chimiothérapie, substrats de ces pompes, s’accumuleront au parenchyme cérébral et à la 
tumeur suite à une procédure d’OBHE.  
Afin d’augmenter l’efficacité des traitements de chimiothérapie pour les patients 
atteints de gliomes malins, il est essentiel de mieux comprendre le processus dynamique de 
l’OBHE et de connaitre les mécanismes de chimiorésistance limitant l’acheminement au 





Caractériser le processus dynamique de l’OBHE pour deux molécules de tailles et 
poids moléculaires différents afin de déterminer s’il y a lieu d’adapter le protocole 
d’administration des agents antinéoplasiques selon leurs propriétés chimiques pour 
améliorer l’efficacité de l’acheminement suite à une procédure d’OBHE. 
 
Objectif #2 
Quantifier l’expression et déterminer la localisation de différentes pompes à efflux 
dans des échantillons de GBM comparativmenet aux tissus sains dans le but de déterminer 
parmi les pompes à efflux étudiées lesquelles seraient responsables de la limitation de 
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l’acheminement à travers la BHE et BHT ainsi que de la chimiorésistance des cellules 
tumorales gliales.  
 
Objectif #3 
Déterminer si l’OBHE permet l’accumulation au parenchyme et à la tumeur de 
substrats des pompes à efflux afin de déterminer si la procédure d’OBHE permettrait 
d’acheminer des agents antinéoplasiques substrats des pompes à efflux malgré la présence 
des pompes à efflux à la BHE, BHT et aux cellules tumorales. 
OBJECTIF #1 
 
2.1 Article 1 
 
Impact of drug size on brain tumor and brain parenchyma delivery after a blood-
brain barrier disruption 
 
Auteurs de l’article: Marie Blanchette, Luc Tremblay, Martin Lepage, David Fortin 
 
Statut de l’article: Accepté dans Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism le 2 
janvier 2014, en epub depuis le 12 février 2014 
 
Avant-propos: J’ai participé à la conception de l’étude avec Dr David Fortin et Dr Martin 
Lepage. J’ai effectué toutes les expériences ainsi que les analyses des résultats. J’ai rédigé 
la première ébauche du manuscrit et participé à son amélioration jusqu’à sa version finale. 
Dr Luc Tremblay a participé à la mise au point des séquences de pulse IRM et m’a aidée à 
effectuer les expériences.  
 
Résumé : La limitation de l’acheminement d’agents au système nerveux central par la 
présence de la barrière hématoencéphalique (BHE) et de la barrière hémato-tumorale 
(BHT) est toujours un sujet de controverses en neuro-oncologie. Dans cette étude, nous 
avons quantifié l’acheminement de deux composés de tailles et poids moléculaire différents 
au niveau de la BHE et BHT chez des rats sains et des rats porteurs d’une tumeur cérébrale. 
Nous avons utilisé l’imagerie par résonance magnétique dynamique afin de mesurer 
l’acheminement en condition basale et suite à une procédure d’ouverture osmotique de la 
barrière hématoencéphalique (OBHE) grâce à deux agents de contraste T1, le Magnevist 
(743 Da) et le Gadomer (17 000 Da). Plus précisément, nous avons mesuré la durée de la 
perméabilisation de la BHE, la distribution et l’exposition du tissu cérébral aux agents de 
contraste. L’accumulation et la distribution des deux agents de contraste étaient différentes 
et autant lors de l’acheminement en condition basale que suite à la procédure d’OBHE. 
L’exposition en condition basale est trois fois plus élevée pour le Magnevist que pour le 
Gadomer et est deux fois plus élevée pour le Magnevist suite à l’OBHE. Notre étude 
démontre clairement que la durée de de perméabilité de la BHE suite à l’OBHE et que 
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Abstract 
Drug delivery to the brain is influenced by the blood-brain barrier (BBB) and blood-tumor 
barrier (BTB) to an extent that is still debated in neuro-oncology. In this paper, we studied 
the delivery across the BTB and the BBB of compounds with different molecular sizes in 
normal and glioma bearing rats. Studies were performed at baseline as well as after an 
osmotic BBB disruption (BBBD) using dynamic contrast-enhanced magnetic resonance 
imaging and two T1 contrast agents (CAs), Magnevist (743 Da) and Gadomer (17 000 Da). 
More specifically, we determined the time window for the BBB permeability, the 
distribution and we calculated the brain exposure to the contrast agents. A different pattern 
of accumulation and distribution at baseline as well as after a BBBD procedure was 
observed for both agents, which is consistent with their different molecular size and weight. 
Baseline tumor exposure was 3-fold higher for Magnevist compared to Gadomer, whereas 
post BBBD tumor exposure was 2-fold higher for Magnevist. Our study clearly 
demonstrated that the time window and extent of delivery across the intact, as well as 
permeabilized BTB and BBB is influenced by drug size.  
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Introduction 
Grade 4 astrocytomas, or glioblastoma (GBM), are the most frequent and aggressive 
primary brain tumors. In the last decades, the outcome of glioblastoma patients has been 
only slightly improved, from 12.1 to 14.6 months, with the current standard of care.1 Since 
the report by Stupp et al. detailing this increase in median survival, every attempt at 
improving on these results with new drugs administered systemically via standard routes 
has failed. Invasion of surrounding brain parenchyma by glioma cells eliminates the 
possibility of complete surgical resection such that adjuvant therapies are required. 
Unfortunately, glioma cells become resistant to such that recurrence is inevitable. Thus, 
other lines of treatment need to be developed, but few of these second and third lines of 
treatment have been effective.2 An additional limiting factor is the presence of the blood-
brain barrier (BBB) that prevents chemotherapeutics from reaching infiltrated glioma cells, 
especially those that have migrated away from the brain-tumor barrier (BTB). Only small 
lipid-soluble cationic molecules with a molecular weight lower than 400 Daltons that are 
not substrates of the ABC transporters can cross the normal BBB.  
The situation is different within the tumor itself, as newly formed blood vessels are 
characterized by an incompetent BBB and elevated BTB permeability that enable the 
detection of tumors by contrast-enhanced CT and MRI. The BTB is highly heterogeneous 
and its permeability depends on the tumor type and size. 3,4 Permeability of the BTB to 
contrast agents (CAs) should not be considered as a free access to the brain for all drugs, as 
was so clearly demonstrated by Lockman et al.5 
Many approaches have been developed to deliver drugs across the BBB in order to 
maximize drug concentration to the tumor cells. One such strategy is the osmotic blood-
brain barrier disruption (BBBD) consisting in an intra-arterial infusion of a hyperosmolar 
solution (mannitol 25%) that produces a transient increase in BBB permeability via the 
shrinkage of the endothelial cells leading to the reversible opening of the tight junctions. 
The BBBD process has been largely characterized in pre-clinical and clinical studies.6-11 It 
is now used in the clinic regularly in some clinical centers with a demonstrated safety 
profile, and clear evidence of a therapeutic value.12 The procedure has been shown to 
increase the survival of newly diagnosed glioblastoma patients, with a median survival of 
32.2 months.10 One major weakness of this therapeutic strategy remains the inter-subject 
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variability in the BBB permeability; this is accompanied by an inherent difficulty in 
predicting and evaluating the extent of this permeability.13 The extent of BBBD in 
preclinical studies has traditionally been studied with ex vivo brain samples using an Evan’s 
blue staining technique, and consequently do not allow the follow-up of the animals.13-17 
Few studies have looked at the dynamic process of the BBBD, and the methodology used 
in these experiments typically required harvesting brain specimens at each time point, 
thereby preventing a longitudinal observation in a single subject.18,19 We have recently 
developed a new technique allowing the longitudinal in vivo study of the BBBD process by 
dynamic MRI.11 In that report, we characterized the BBBD dynamic process for a small 
molecular weight MRI CA, (Magnevist, 743 Da), in a healthy rat model. We demonstrated 
that the BBB is permeable to Magnevist from the first minute up to 30 minutes after the 
mannitol infusion. Moreover, the Magnevist distribution through brain after BBBD seems 
to be mediated by two mechanisms: extravasation in the extravascular space immediately 
after the BBBD followed by diffusion in the interstitial compartment. The size of the 
injected drug determines the extent of its delivery across the permeabilized BBB.8,19 Prior 
studies applied different methodologies and drug dosing, making a quantitative comparison 
of the gain afforded by the BBBD strategy difficult. Dynamic contrast enhanced-magnetic 
resonance imaging (DCE-MRI) allows for a non-invasive and quantitative characterization 
of drug delivery, accumulation and distribution in the brain. Using DCE-MRI, we 
undertook the current study with two complementary goals: 1) to characterize the dynamic 
BBBD process (therapeutic permeability window and distribution) in healthy Wistar rats 
for a larger molecule, Gadomer (17,000 Da) and 2) to quantitate the increase in exposure to 
these 2 CAs following a BBBD procedure in the tumor and surrounding brain parenchyma 
in Fischer-F98 glioma-bearing animals. 
Materials and Methods 
All animal experiments were approved by the Université de Sherbrooke ethical committee 
for animal research and performed in accordance with institutional and Canadian council on 
Animal Care in Science guidelines. Those guidelines are based on the three R’s principle of 
Russel and Burch and with the addition of a fourth R: respect (physical and psychological 
animal welfare). Eighty-three healthy Wistar male rats weighing 225-75 g, and 15 male 
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Fischer rats (225-50 g) were obtained from Charles River, QC, Canada. The animals were 
housed in pathogen free room, with one to three companions per cage, 12-h/12-h dark/light 
cycle, food (rodent #5075, Charles River, Qc, Canada) and water ad libidum. Animals were 
observed twice every day to ensure animal welfare. At the end of the experiments, animals 
were euthanized by CO2 inhalation under general anaesthesia. 
Dynamic Contrast Enhanced-Magnetic Resonance Imaging  
Dynamic contrast enhanced-magnetic resonance imaging (DCE-MRI) experiments were 
performed at the Centre d’imagerie moléculaire de Sherbrooke (CIMS) with a 7T small 
animal MRI scanner (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) as previously described.11  
A single intra-venous bolus injection of the T1 CA, mimicking antineoplastic agents, 
Magnevist (< 1 nm, 743 Da, charge -2 in solution) or Gadomer (5-6 nm, 17 kDa, apparent 
molecular weight 30 – 35 kDa, charge -2 in solution) was administered (143 mmol/L, 500 
µL over 50 s) 3 min after the beginning of the dynamic acquisition in BTB baseline 
measurement scans, 3 min after the BBBD procedure in the experimental scans, except for 
the characterization of the permeability window experiments where the delay between 
BBBD and CA injection was varied.20-24  
The BBBD procedure was performed at day 10 post-implantation for tumor-bearing 
animals (F98-Fischer rats). To evaluate CA delivery related to baseline BTB permeability 
in the analysis of the BBBD efficacy in glioma-bearing rats, an initial scan was performed 
using the same MRI parameters previously described, and the clearance interval of the CAs 
was determined. Based on these findings, the interval between successive imaging sessions 
differed for each CA: the interval was 12 hours for Gadomer experiments, and 4 hours for 
Magnevist. Comparison of the initial scan to the post BBBD scan allowed a strict 
evaluation of the change in concentration that can be attributed to the BBBD procedure. 
The MRI signal was calibrated in terms of the concentration expressed in mM of the CA 
and determined using a pre-procedure T1 map.25,26 We had previously determined the 
relaxivity of the CAs in a saline solution using the 7T small animal MRI scanner, which 
were 3.6 and 8.74 (mM.s)-1 for Magnevist and Gadomer, respectively. The contrast agent 
concentration calculations were validated by supplementary experiments. Inductively 
coupled plasma mass spectrometry was used to quantify post mortem the gadolinium 
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content in each brain hemisphere of animals subjected to a BBBD procedure and DCE-MRI 
scan (Supplementary data). 
Cell culture 
F98 malignant astrocytoma cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium 
(DMEM) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada), supplemented with 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) and 1% penicillin/streptomycin (Wisent, St-Bruno, 
QC, Canada). The cells were incubated at 37°C and 5% CO2, grown in 75 cm2 flasks 
(Sarstedt, Montreal, QC, Canada) and passaged every 2 days. 
Animal implantation technique 
Fifteen male Fischer rats (225-250 g) were acquired from Charles-River laboratories (St-
Constant, QC, Canada) and kept under standard conditions (12 h day-night rhythm, 
unlimited access to water and food). The implantation technique of the F98-Fischer model 
was performed as described previously.12,27  Briefly, animals were put under general 
anesthesia by an intra-peritoneal injection of a mixture of ketamine (83 mg/mL) and 
xylazine (17 mg/mL) at a dose of 100 mg/kg and were adequately positioned on a 
stereotaxic frame. Injection of 5 µL of a solution containing the F98 cell suspension (2 × 
106 cells /mL) in DMEM with 1% penicillin/streptomycin was performed in the right 
caudate nucleus at the following coordinates: 1 mm anterior to the bregma, 3 mm lateral to 
the right of the midline, and a depth of 6 mm from the outer table of the skull. The cell 
suspension was infused at 1 µL/min. Bone wax was then applied to the burr hole and the 
scalp was closed. 
Blood-Brain Barrier Disruption procedure 
The procedures were standardized as described in Blanchette et al.11,28 Briefly, animals 
were put under general anesthesia with 5% isoflurane in oxygen and maintained at 2% 
isoflurane in oxygen (2 L/min) and then perfused intravenously (IV) with a propofol 
infusion (3.9 mg/kg/h) via the tail vein. Another caudal IV catheter was installed to allow 
the CA injection. Isoflurane was discontinued 10 minutes after the initiation of the propofol 
infusion. Animals were then intubated and the right carotid complex was surgically 
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exposed using aseptic technique. The right external carotid was isolated and catheterized in 
a retrograde fashion with PE50 polypropylene tubing filled with mannitol. All surgical 
procedures were performed on a warm pad to prevent hypothermia. Once the catheter was 
secured in place, a sub-cutaneous injection of atropine (0.04 mg/kg) was performed to 
prevent bradycardia induced by the BBBD procedure. The animals were then inserted in the 
7T MRI scanner. The MRI dynamic acquisition was started and the propofol infusion was 
stopped three minutes later. One minute after discontinuation of propofol, 4.2 mL of a 25 % 
mannitol solution was infused at a rate of 0.14 cc/s. Propofol infusion was resumed 30 sec 
after the end of the mannitol infusion. 
Study groups 
Characterization of the BBBD permeability window for Gadomer in healthy animals 
Eighty-three healthy Wistar male rats weighing 225-275 g were randomly distributed in 2 
groups to study the Gadomer permeability window following a BBBD procedure. Animals 
in group 1 were sorted in sub-groups corresponding to the delay between BBBD and the 
injection of Gadomer: at 1 (n=8), 2 (n=7), 3 (n=27), 5 (n=4), 7 (n=3), 10 (n=6), 15 (n=6), 
20 (n=4) and 30 (n=2) minutes. Group 2 (control group) was divided in six sub-groups in 
which Gadomer was administered at 1 (n=3), 3 (n=3), 5 (n=3), 7 (n=4), 10 (n=1) and 20 
(n=2) min post sham BBBD, where mannitol was replaced by saline. 
Gadomer distribution within the brain parenchyma 
Seven healthy Wistar rats from the permeability window group that were injected with 
Gadomer at the 3 min delay time-point were studied to assess the extent of the CA 
penetration after BBBD.  
Role of the baseline BBB and BTB in impeding drug delivery in F98 glioma-bearing 
rats  
We studied the initial pre-BBBD scans in the fifteen F98-Fischer glioma-bearing animals. 
The MRI signal was calibrated in terms of the concentration expressed in mM. Exposure of 
the tumor, ipsilateral (ipsi) and contralateral (contra) hemispheres to the CAs was computed 
for the first 30 minutes after their administration and expressed in mM.min. 
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Quantitation of tumor, peritumoral and contralateral brain exposure to Magnevist 
and Gadomer, in glioma-bearing rats after BBBD  
Fifteen F98-Fischer male rats weighing 225-250 g were randomly distributed in 4 groups (2 
experimental and two control groups). Group 1 represented BBBD followed by an IV 
Magnevist injection (n=4) whereas group 2 represented BBBD followed by an IV Gadomer 
injection (n=5). The control groups were as follows:  in group 3, animals received a saline 
infusion instead of mannitol (sham BBBD) followed by an IV Magnevist injection (n=3) 
whereas the same substitution was effected for group 4 (sham BBBD) which was followed 
by an IV Gadomer injection (n=3). 
Statistical analysis 
Prism 5 software (GraphPad Software Inc., CA, USA) was used to perform statistical 
analysis. The results are expressed as mean ± standard error of the mean (S.E.M.). Inter-
individual differences in the extent of BBBD are high; consequently statistical differences 
were evaluated using the Mann Whitney test with P ≤ 0.05. 
Results 
Characterization of the dynamic BBBD process in healthy animals with Gadomer 
Figure 1 A and B displays representative T1-weigthed MRI images prior (A), and 17 
minutes after (B) a BBBD procedure and Gadomer infusion. Gadomer was infused three 
minutes post-BBBD and its accumulation over 15 minutes was analyzed. Gadomer 
accumulation in the extravascular space produced a signal enhancement that can be 
observed within the brain parenchyma of the treated hemisphere in the subtraction, color-
coded image (Fig. 1C). Higher signal intensity is systematically observed within the cortex 
and the basal ganglia, paralleling the higher vascularisation density in theses anatomical 
areas.  
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Figure 1. The blood-brain barrier permeability to Gadomer is enhanced immediately 
after a BBBD procedure. 
Representative axial magnetic resonance imaging (MRI) brain scans of a healthy rat lying 
supine in a 7T MRI scanner before (A) and after (B) a BBBD procedure with a Gadomer 
infusion 3 min post-BBBD. Precontrast (A) and 17 min post-contrast T1-weighted (B) 
images showing the signal enhancement in the treated hemisphere reflecting the opening of 
the BBB. Color-coded image (C) representing differential signal intensity between (B) and 
(A). The signal enhancement is diffuse through the hemisphere, but is slightly more 
important in the cortex and basal ganglia.  
BBBD permeability window for Gadomer 
Two groups of animals were studied to determine the time window of the BBB 
permeability to Gadomer: an experimental group (n=67) in which the animals were injected 
with Gadomer at different time points post-BBBD (injection delays: 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 
and 30 min) and a control group (n=16) with sham BBBDs (injection delays: 1, 3, 5, 7, 10, 
and 20 min). As the BBBD process can be highly variable between animals (for discussion 
on this topic, see Joshi et al. 2010), a large number of animals had to be included in each 
sub-group for this experiment. The data shown in Fig. 2 represent the peak Gadomer 
concentration (mM) in the treated hemisphere of animals injected at a specific delay after 
the BBBD procedure (Table 1). 
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Table 1 Maximal Gadomer concentration (mM) within the whole treated hemisphere. 





























































We observed that the maximal accumulation of Gadomer in the treated hemisphere took 
place when the CA was injected 1 min after the BBBD procedure, the earliest time point 
studied. The BBB permeability to Gadomer rapidly decreased thereafter. BBB permeability 
to Gadomer returned to baseline approximately 30 minutes after the mannitol infusion (Fig. 
2). 
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Figure 2. BBBD therapeutic window for Gadomer in healthy Wistar rats. 
The empty circles correspond to the average (mean ± S.E.M.) concentration of Gadomer 
(mM) at the peak of the concentration over time curve, within the treated hemisphere of 
animals, filled circles for control animals. Animals were injected at a specific delay post-
BBBD. 
Gadomer distribution in the brain after BBBD 
Seven representative animals from the permeability window experimental sub-group, 
injected with Gadomer 3 min post-BBBD were studied. This specific time point was 
chosen based on our earlier study on Magnevist to allow an adequate comparison between 
both CAs.11 Figure 3A shows a 15 min post-contrast T1-weighted image where 5 regions of 
interest (ROIs) have been selected as per our earlier report.11 ROI 1 was placed in a highly-
vascularized sub-arachnoid region between the brainstem and telencephalic structures. In 
this area, we noticed that the signal intensity decreased immediately after mannitol infusion 
as the BBBD process induces a plasma leakage and edema in the perivascular space. This 
area subsequently displays the highest T1–weighted signal intensity increase when the CA 
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is infused. ROIs 2 to 4 were located gradually away from ROI 1 marching toward the 
midline within the ipsilateral hemisphere, whereas ROI 5 transgressed the midline, lying at 
a distance in the contralateral hemisphere. The time to reach maximal signal intensity was 
similar for all ROIs, approximately 14 minutes after the Gadomer injection (Fig. 3B). The 
accumulation of the CA observed at the 14th minute in ROIs 1 to 4 corresponds to the 
extravasation of Gadomer within the extravascular space following the BBB 
permeabilization. The maximum accumulation in ROI 5, observed during the same interval, 
likely corresponds to the maximal Gadomer concentration in the vascular compartment. 
Indeed, the observed accumulation was much smaller than in ROIs 1-4 and was equivalent 
to Gadomer accumulation for this ROI in control animals. Contrary to Magnevist, our data 
suggest that Gadomer does not diffuse within the brain parenchyma. If it does, the process 
appears to be exceedingly slower and of a lesser magnitude than what was observed for 
Magnevist, as expected from its larger size.11,22  
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Figure 3. Representative T1-weighted axial MRI image 15 min post-contrast (A).  
The Gadomer was administered 3 min post-BBBD. The signal enhancement pattern for the 
whole dynamic of each regions of interest (ROIs) is depicted in (B). Each circle represents 
the mean of seven animals for the same data point. The time to reach maximum 
concentration for each ROI is indicated by a dashed line. The enhancement curves of the 
ROIs 2 to 5 were multiplied by 2.5 in order to plot the curves on the same scale and make 
their comparison easier. Maximal signal enhancement of the treated hemisphere is observed 
approximately at 14 minutes after the Gadomer injection for each ROI. 
Baseline BTB and BBB permeability in Fischer-F98 rats 
In order to study BTB permeability in the Fischer-F98 model, we measured baseline tumor 
exposure to Magnevist and Gadomer in glioma-bearing animals. Representative T1-
weighted MRI images of tumor enhancement for Magnevist and Gadomer injected animals 
are shown in Fig. 4A and B. Three ROIs were studied: the tumor area, the ispilateral distant 
parenchyma, and the contralateral hemisphere (Fig. 4C). For each ROI, the exposure to the 
CAs was estimated for the first 30 minutes following the CAs injection (Fig. 4D). Tumor 
exposure was significantly different for each CA, with values of 6.15 and 1.81 mM.min for 
Magnevist and Gadomer injected at the same dose, respectively (Mann Whitney test, two-
tailed, P =0.0003, Magnevist n=7, Gadomer n=8). We did not observe a significant 
difference between the ipsilateral distant parenchyma and the contralateral hemisphere 
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exposure either to Magnevist (1.05 mM.min ipsi vs 0.85 mM.min contra, Mann Whitney 
test, two-tailed, P = 0.3176) or Gadomer  (0.30 mM.min  ipsi vs 0.32 mM.min contra, 
Mann Whitney test, two-tailed, P = 0.7984).  Together, these observations highlight the 
important difference in permeability between BTB and BBB, as well as the inherent 
capacity of the BBB to limit the extravasation of Magnevist and Gadomer into the brain 
parenchyma. The data suggest that molecular weight determines the ability of a compound 
to extravasate through the permeabilized BBB. 
Figure 4. BTB and BBB delivery impediment demonstrated by tumor and 
parenchyma exposure to Magnevist and Gadomer for 30 minutes post-contrast agent 
injection on the initial scan. 
T1-weighted image of a F98-Fischer rat 15 minutes after (A) Magnevist or (B) Gadomer 
injection. C) Three regions of interest (ROIs): tumor (white, corresponding to the BTB) and 
parenchyma of the ipsilateral (grey, BBB ipsi) and of the contralateral (black, BBB contra) 
hemispheres are depicted on the corresponding T1-weighted image. D) The tumor exposure 
to the two CAs was significantly different (Mann Whitney test, one-tailed, P 
=0.0002,Magnevist: n=7 and Gadomer: n=8). 
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Tumor and distant brain parenchyma exposure to CAs after a BBBD procedure in 
glioma-bearing animals 
The permeable neovasculature of the BTB is expected to result in some level of exposure of 
the tumor to a CA. We first measured this baseline permeability with a first scan performed 
4 hours (Magnevist) or 12 hours (Gadomer) before the BBBD procedure. Segmentation of 
the ROIs was identical to those in the prior experiment (see Fig. 4C) and consisted of the 
tumor, ipsilateral distant parenchyma, and contralateral hemisphere. Figure 5 displays the 
exposure to the CAs for 30 minutes after its injection performed at 3 min post-BBBD. 
Baseline exposure to Magnevist (Fig. 5A), and Gadomer (Fig. 5B) prior to BBBD was not 
significantly different from the exposure calculated for the control groups (data not shown). 
Tumor exposure to Magnevist increased 2-fold after BBBD, from 6.32 to 12.47 mM.min 
(Mann Whitney test, one-tailed, P = 0.0286), whereas it increased 3-fold for Gadomer, 
from 1.65 to 4.95 mM.min (Mann Whitney test, one-tailed, P = 0.0179). Tumor exposure 
was higher to Magnevist than to Gadomer by a factor of 2, either at baseline or after 
BBBD.  
In these tumor-bearing animals, the BBBD procedure also triggered a T1-weighted contrast 
enhancement in the distant ipsilateral parenchyma as well as in the contralateral hemisphere 
for the two CAs. This increase in exposure was similar to that observed in normal animals 
treated with the BBBD procedure. 
Interestingly, the BBBD procedure appears to produce and evenly distributed permeability 
of the BBB in the treated hemisphere, as tumor exposure was not significantly different 
from that of the ipsilateral distant parenchyma. Moreover, exposure of the permeabilized 
hemisphere was not significantly different between tumor-bearing animals and healthy 
animals for both CAs injected (Mann Whitney test, two-tailed, P = 0.1143 and 0.2500 for 
Magnevist and Gadomer, respectively), implying that the presence of the tumor does not 
alter the BBBD process. 
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Figure 5. (A) Magnevist and (B) Gadomer exposure for the 30 minutes following the 
CA injection after a BBBD procedure perfomed in glioma-bearing rats for different 
brain regions (mean ± S.E.M.).   
Using the same color code as in Fig. 4, the Gadomer and Magnevist exposure in the right 
(grey) and left hemisphere (black) and in the tumor (white) were significantly higher in the 
BBBD groups than in the control groups. (Mann Whitney test, one-tailed, *P <0.03, 
Magnevist BBBD: n=4, Magnevist control: n=3, Gadomer BBBD: n=5 and Gadomer 
control: n=3) 
- = control group (saline instead of mannitol), + = BBBD group 
Discussion 
Numerous reports clearly demonstrated that the BTB and the BBB drastically reduced the 
drug delivery to the brain parenchyma. Surprisingly, this subject is still not widely 
acknowledged in neuro-oncology. Even when the most efficient BBB permeabilizing 
technique (BBBD) is used, exposure to the injected drug is still limited. The results 
obtained in this study clearly demonstrate that delivery across the BTB and BBB depends 
on the size of the administered compound, even after BBBD.  
It was our goal to study the impact of the size and molecular weight contrast agents as 
surrogates for the CNS delivery of chemotherapy agents. To do this, we determined the 
permeability of the BBB to Gadomer, a contrast agent larger than Magnevist, which we 
studied previously.11 The dynamic distribution of Gadomer was different than that of 
Magnevist in several aspects. First, BBB permeability to Gadomer rapidly decreased in the 
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first five minutes after the BBBD procedure (Fig. 2). Approximately 30 minutes after the 
mannitol infusion, the BBB was permeable to Magnevist but not to Gadomer, thereby 
suggesting that the period during which a compound can cross the permeabilized BBB is 
determined by the molecular weight and size. This is in agreement with the hypothesis of 
Rapoport and Robinson whereby pores are created by the BBBD, and their diameter 
decreases rapidly as the endothelial cells gradually rehydrate. 18 The reported duration of 
the BBB permeability window varies considerably. 9,11,14,29-34 These studies were performed 
in different species and with different reporter molecules. Our study suggests that the 
permeability window of the BBBD process appears modulated according to the size and 
molecular weight of the compound. Post-BBBD Gadomer distribution within the brain 
parenchyma of the treated hemisphere in normal animals appeared homogeneous (Fig. 1B). 
Slight variations were observed depending of the brain areas surveyed due to a higher 
vascular density in the cortex and the deep ganglia compared to the white matter (Fig. 1B 
and 1C). Gadomer distribution within the brain parenchyma appeared to be regulated 
exclusively by its extravasation immediately after mannitol infusion. As shown in Fig. 3B, 
Gadomer accumulated in all brain areas to a maximum concentration at 14 minutes post-
injection, and was followed by a very low clearance rate. This is in contrast with the post 
BBBD Magnevist distribution process, which displayed diffusion within the extracellular 
space in addition to the immediate extravasation.11 We attribute this difference in behaviour 
between both CA to their difference in molecular weight and size such that the diffusion of 
Gadomer within the extracellular space is considerably reduced. This is consistent with 
prior reports linking diffusion and molecular weight.35,36  
The second set of experiments consisted in assessing the exposure of the brain of F98 
implanted Fischer rats to the two CAs without any manipulation of the BBB. This provided 
an estimate of the baseline BTB and BBB permeability to these 2 compounds. When 
studying the brain parenchyma at a distance from the tumor implantation nodule (ipsilateral 
and contralateral hemisphere), we found no significant baseline accumulation of either 
Magnevist or Gadomer. This can be appreciated in Figure 4. The exposure values 
calculated for both CAs in these areas indeed correspond to their presence within the 
vascular compartment. This is consistent with the absence of BTB away from the tumor 
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nodule and with an intact BBB that prevented accumulation of the two compounds in the 
brain parenchyma. In contrast, major differences were observed in the intrinsic tumor 
exposure to both CAs. Baseline exposure to Magnevist was three fold higher than to 
Gadomer (Fig. 4D). This finding implies that BTB permeability is drug-dependant and 
varies according to the different physical characteristics of a given compound, such as 
molecular weight and size.  
Finally, we evaluated the BBB and BTB permeability after BBBD in tumor-bearing 
animals. The BBBD procedure did indeed increase delivery to the tumor but also to the 
surrounding brain tissue. Interestingly, the extent in the increase of exposure to the two 
CAs generated by the BBBD was similar in the tumor bearing animals and in the healthy 
animals, thereby suggesting that the presence of the lesion does not impact the efficacy of 
the BBBD process (Fig.5).   
Our study clearly suggests a link between molecular weight and size of the administered 
agent in relation to the apparent size of the pores between the endothelial cells, reducing as 
a function of time post-BBBD. Methodologies used and compound tested covered a wide 
array in previous BBB permeability studies. It may therefore not be surprising that results 
on the BBB permeability window post-BBBD differed from ours.8,11,29,37-41 In order to 
eliminate confounding factors, we selected 2 CAs having the same charge, -2, in solution 
but a different weight and size to perform our study.20 Since, other than size and molecular 
weight, molecular charge is also expected to have an impact on drug penetration, since the 
opened tight junctions are negatively charged.11,25 Together, these observations support the 
notion that drug delivery to the brain is modulated in a drug- size dependant manner after a 
BBBD procedure or at baseline.  
Malignant gliomas are very aggressive tumors that remain resistant to treatment for 
numerous reasons. Not only do they display an aggressive infiltrative phenotype that 
prevents a complete resection, but they are also sheltered from the antineoplastic drugs by 
the BBB and BTB. As shown in this study, the BTB is selectively permeable to drugs of 
different molecular weight. Clearly, the use of the BBBD procedure is potent at increasing 
delivery of molecules across the BTB and BBB. However, the yield of the procedure is 
affected by different factors including the size of the molecule. Certain limitations in our 
experimental design need to be considered before drawing a parallel and extending 
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conclusions from this work to the clinical use of the BBBD procedure. Due to limitations 
related to the experimental design, the CAs were administered intravenously, instead of the 
intra-arterial route normally used for chemotherapeutics. Thereby, our results severely 
underestimate the delivery potential of this strategy. Moreover, our animal model does not 
include other treatment modalities such as radiotherapy or surgery, which can further 
increase the BBB permeability. Next, our experimental approach with a standardized 
glioma-bearing rat model does not replicate the heterogeneity of the tumor tissue and of the 
neovascularization observed in the clinical situation. It is also important to keep in mind 
that the results may depend on the species under study.  
Therefore, when considering the treatment of primary brain tumors, a thorough research 
effort should study the BTB, BBB permeability as well as the outcome of the BBBD 
process for a complete panel of cytotoxic drugs, including substrates of the efflux pumps, 
another factor that was not included in the present study. Investigators should also detail the 
brain penetration potential of drugs and correlate their brain accumulation with clinical 
outcome. Efforts on the use or the development of strategies for drug delivery across the 
BBB and the BTB should be promoted in the field of neuro-oncology. 
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Supplementary information 
We wanted to evaluate the robustness of the MRI-derived concentrations. First, we 
confirmed that the signal enhancement was not related to the clearance of vasogenic 
oedema induced by the BBBD.  This was achieved by measuring the signal drop following 
the BBBD disruption procedure in normal animals not injected with CA. We found that the 
signal drop triggered by BBBD remained constant for the 30 minutes acquisition period 
following mannitol infusion (data not shown).  These data suggest that the CA 
concentration calculated from the MRI signal could be slightly underestimated, as we used 
the first 3 sets of images, acquired prior to the BBBD procedure, to establish I0.  Second, it 
has been demonstrated that Gd-DTPA relaxivity changes with the concentration of the 
macromolecular contents (Stanisz GJ, Henkelman RM. Gd-DTPA relaxivity depends on 
macromolecular content. Magn Reson Med. 2000Nov.;44(5) : 665–7.). Since we have 
calculated the relaxivity of the CAs in a saline solution, it is highly probable that the 
relaxivity of both CAs has been underestimated. This underestimation could have led to a 
slight underestimation in the calculated concentration of the CAs. In order to verify this 
issue, we carried out a set of experiments where we compared the image-derived 
concentration with the concentration measured by ICP-MS. We did not find significant 
differences (Supp. Fig.1). We thereby conclude that these unavoidable biases did not 
significantly affect the validity of our results.  
Materials and Methods 
Evaluation of the reliability of the Magnevist and Gadomer computed quantitation 
Eleven normal Wistar rats were submitted to a BBBD procedure during a dynamic MRI 
acquisition (Magnevist n=5, Gadomer n=6). At the conclusion of the acquisition, the 
animals were euthanized and their brain harvested. The animals were not perfused in order 
to preserve CA present in the vessel lumen. The brains were sectioned in a way to match 
the corresponding MRI slices at study. Brain sections were solubilized in an aqueous 
solution of nitric acid (20%), and hydrogen peroxide (6%). Gadolinium atoms were 
quantified in brain section suspensions using inductively coupled plasma mass 
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spectrometry (ICP-MS).  ICP-MS results were reported in mM and compared to the CA 
concentration calculated using the MRI signal of the last 3 sets of images of the dynamic 
acquisition to validate our methodology. 
Statistical analysis 
The results are expressed as mean ± standard deviation (S.D.) A paired t-test, (P < 0.05) 
was performed to determine any significant difference between the Gd concentration 
computed by MRI signal calculations and the ICP-MS measurements. 
Results 
Evaluation of the accuracy of the Magnevist and Gadomer image-derived 
quantitation 
Supplementary Figure 1 represents the Magnevist A) and Gadomer B) mean concentration 
for both hemispheres at the end of the dynamic acquisition calculated from MRI and 
measured by ICP-MS. The concentrations determined by the two methods were not 
significantly different; this was true for both CAs. 
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Figure Supplementary Fig. S1. (A) Magnevist concentration determined by ICP-MS 
and MRI signal calculations.  
Each graph represents an animal CA concentration in the untreated (left hemisphere, LH) 
and treated (right hemisphere, RH) hemisphere (mean ± SD) for each measurement method. 
























































































































































































Figure Supplementary Fig. S1. B) Gadomer concentration determined by ICP-MS 
and MRI signal calculations.  
Each graph represents an animal CA concentration in the untreated (left hemisphere, LH) 
and treated (right hemisphere, RH) hemisphere (mean ± SD) for each measurement method. 





















































































































































































































Figure Supplementary Fig. S2. Diagram of the rat brain section corresponding to 
Figure 3A.  
The brainstem subarachnoid cisterna (highlighted in yellow) contains many large arteries 
(two are illustrated in the figure and are identified with black arrows). Those arteries are 
divided in multiple branches that irrigate nearby brain parenchyma more specifically of the 
brainstem. (Modified from Paxinos and Watson The Rat Brain Atlas in stereotaxic 
coordinates, Fifth edition, 2005).   
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Figure Supplementary Fig. S3. Signal enhancement over time in selected ROIs. 
Three ROIs: muscle, ipsilateral and contralateral hemispheres have been segmented (A) and 
their signal enhancement plotted over time in a BBBD (B) and control (saline instead of 
mannitol) (C) experiment.  BBBD and Gadomer injection time point are identified on the 
graph by vertical dashed lines. After Gadomer iv injection signal enhancement in muscle 
(non-CNS region) and contralateral hemisphere is similar between BBBD and control 
experiments. 
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Figure Supplementary Fig. S4. Signal enhancement pattern for the whole dynamic for 
four different ROIs: tumor, muscle, ipsilateral and contralateral hemispheres for (A) 
Magnevist BBBD, (B) Magnevist control, (C) Gadomer BBBD and (D) Gadomer 
control groups.  
Magnevist and Gadomer delivery to the tumor and treated hemisphere is enhanced in 
BBBD groups, as signal intensity of these ROIs is higher compared to non-treated 
hemisphere and sustained compared to muscle. 
OBJECTIF #2 
3.1 Introduction 
Cet objectif a été réalisé dans le but de quantifier l’expression et de déterminer la 
localisation de différentes pompes à efflux dans des échantillons de GBM comparativement 
aux tissus sains. Ainsi, nous pourrons déterminer parmi les pompes à efflux étudiées 
lesquelles seraient responsables de la limitation de l’acheminement à travers la BHE et 
BHT ainsi que de la chimiorésistance des cellules tumorales gliales. 
3.2 Matériel et méthodes 
Afin d’étudier l’expression des gènes par réaction de polymérase en chaine 
quantitative (qPCR), nous devions premièrement valider des gènes de référence. Ces 
derniers sont nécessaires pour normaliser l’expression des gènes entre échantillons et entre 
les essais de qPCR. Nous avons donc dans un premier temps évalué la stabilité de 8 gènes 
candidats pour la normalisation (Tableau 3.1). Tous les essais incluant ceux des pompes à 
efflux ont été faits avec une sonde d’hydrolyse et la localisation des pompes à efflux par 
immunohistochimie sur coupes paraffinées. Nous avons également sélectionné 4 pompes à 
efflux pour notre étude (Tableau 3.1). 
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Tableau 3.1 Nom du gène et de la protéine associée des différentes pompes à efflux 
étudiées. 
Gène Protéine 
ABCB1 glycoprotéine P (PGP) 
ABCC1 multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1) 
ABCC3 multidrug resistance-associated protein 3 (MRP3) 
ABCG2 breast cancer resistance protein (BCRP) 
HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransférase 
SFRS9 serine/arginine-rich splicing factor 9 
TBP TATA box binding protein 
B2M beta -2-microglobuline 
GAPDH glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
ACTB β-actine 
RPLP0 proteine ribosomale large, P0 
GUSB β-glucuronidase 
Les quatre premiers sont les pompes à efflux, les huit suivants sont les gènes de référence 
candidats.  
3.2.1 Provenance des tissus 
Les spécimens frais de gliomes malins ont été obtenus lors de la chirurgie de 
résection chez 109 patients opérés au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke 
(CHUS), Québec, Canada, avec l’approbation du comité éthique de l’institution (#11-088). 
Tous les patients ont donné leur consentement à leur participation au protocole de 
recherche. Suite au prélèvement des tissus, les échantillons ont rapidement été préparés et 
séparés en plusieurs morceaux pour conservation dans le réactif RNAlater ou ALLProtect 
(Qiagen) à -80 °C pour effectuer des extractions d’ARN ou mis en cassette dans une 
solution de PFA pour effectuer des études histologiques. Pour 11 de ces patients, nous 
avons 2 échantillons de GBM, soit un premier provenant d’une chirurgie et le second 
provenant de la chirurgie suivante. Nous avons également 1 échantillon provenant d’un 
astrocytome de bas grade, 8 d’astrocytome anaplasique, 77 de GBM, 2 
d’oligodendrogliome de bas grade, 9 d’oligodendrogliome anaplasique, 3 
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d’oligoastrocytome de bas grade, 9 oligoastrocytome anaplasique. Un tableau descriptif des 
échantillons est disponible en Annexe 4. Nous avons également validé les gènes de 
référence à utiliser pour les lignées cellulaires humaines commerciales soit les U87, U118 
et U373 et inclus dans notre étude 27 échantillons de cerveaux sains provenant de la 
Banque de cerveaux Douglas - Bell Canada. 
3.2.2 Extraction d’ARN, mesure de la qualité de l’ARN et synthèse d’ADNc 
Les échantillons ont été pesés (30 à 60 mg), coupés et le réactif TRIzol (Ambion) a 
été ajouté afin d’induire la lyse cellulaire. L’homogénéisation des tissus a été effectuée en 
utilisant un homogénéisateur rotatif. Du chloroforme a été ajouté à l’homogénat et ensuite 
une centrifugation à 12 000 g à 4 °C a été effectuée afin de séparer la phase aqueuse de la 
phase organique. Le surnageant, consistant en la phase aqueuse contenant l’ARN, a été 
prélevé et transféré dans un tube Eppendorf de 1,5 mL, un volume équivalent d’éthanol 
70 % y a été ajouté. Les échantillons ont été ensuite transférés dans une colonne RNeasy 
spin column (Qiagen) et la purification de l’ARN a été effectuée selon les instructions du 
manufacturier. La concentration d’ARN et sa pureté (ratio A260/280) ont été mesurées au 
NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). La concentration d’ARN, la qualité 
et l’intégrité ont été mesurées plus précisément en utilisant les puces à ARN Agilent RNA 
6000 Nano Kit lues avec l’appareil Agilent 2100 Bioanalyser. La qualité de l’ARN 
exprimée en RNA integrity number (RIN) a été mesurée sur chaque échantillon provenant 
de spécimens humains. L’ADNc a été synthétisée à partir de 400 ng d’ARN avec le 
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen). Le produit de la transcription inverse a été 
dilué 1:3 afin de minimiser les variations des mesures en qPCR. 
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3.2.3 qPCR 
La courbe standard de chaque gène a été effectuée à partir de dilutions sériées de 
plasmides linéaires (ORIGENE) correspondant au gène d’intérêt et de normalisation à 
l’exception de GUSB. Pour GUSB, nous avons utilisé l’ARN de deux lignées de GBM 
humain commerciales soit les U87 et U373 que nous avons groupées et pour lesquelles 
nous avons préparé quatre dilutions en série d’un ordre de 10. Pour les courbes standards 
effectuées avec les plasmides linéaires, six dilutions sériées d’un ordre de 10 ont été 
préparées donnant de 3 000 000 à 30 copies d’ADN plasmidiques pour 3 µL. L’efficacité 
de réaction de chaque courbe standard était de 90 à 110 % et était reproductible pour 
chaque gène à l’étude. Chaque échantillon a été mesuré en triplicata avec l’appareil 
Mastercycler® ep realplex4 s (Eppendorf). Chaque réaction a été préparée avec 3 µL 
d’ADNc, 7,5 µL du mélange réactionnel PerfeCTa qPCR ToughMix (Quanta Biosciences), 
le mélange comprenant la paire d’amorces et la sonde d’hydrolyse fluorescente (Integrated 
DNA Technologies) et a été complétée à un volume final de 15 µL avec du tampon TE. 
Toutes les séquences des amorces et sondes sont listées dans le Tableau 2. Tous les essais 
ont été conçus pour que l’amplicon inclue la jonction d’exon afin de minimiser les risques 
de détection d’ADNg. Le protocole des cycles thermiques a été programmé comme suit : 
activation de l’enzyme à 95 °C pendant 30 secondes suivie de 40 cycles d’amplification en 
2 étapes à 95 °C et 60 °C pour respectivement 15 et 60 secondes. Afin de s’assurer de ne 
pas avoir mesuré l’amplification d’une contamination d’ADNg ou d’ARN, à chaque essai 
de qPCR trois réactions supplémentaires ont été incluses (contrôles négatifs) : 1) sans 
matrice donc l’ADNc était remplacée par du TE, 2) avec le produit de la réaction de 
transcription inverse effectuée en omettant l’enzyme de transcription inverse, et 3) avec le 
produit de la transcription inverse effectuée omettant d’y ajouter l’ARN. La mesure utilisée 
pour l’analyse en qPCR est le cycle de quantification (Cq). Le cycle de quantification est le 
cycle d’amplification auquel le signal de fluorescence pour un échantillon est 
significativement plus élevé que le bruit de fond. Donc un Cq élevé correspond à une faible 
quantité du gène étudié dans l’échantillon. Le cycle de quantification (Cq) a été 
automatiquement déterminé par le programme de l’appareil (Realplex, Eppendorf) en fixant 
un seuil de détection à 10 fois l’écart-type au-dessus du bruit de la ligne de base. Les 
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expériences de qPCR ont été effectuées en suivant les recommandations du Minimum 
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) (Bustin 
et al., 2010; 2009). Les quatre gènes d’intérêt ont été normalisés par rapport à l’expression 
des trois meilleurs gènes de référence. 
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Tableau 3.2 Séquences des amorces et sondes utilisées lors des réactions de qPCR. 
Gène Séquence 
HPRT 
amorce S GACTTTGCTTTCCTTGGTCAG 
sonde 56-FAM/ATG GTC AAG GTC GCA AGC TTG CTG GT/3IABkFQ 
amorce AS GGCTTATATCCAACACTTCGTG 
SFRS9 
amorce S TGTGCAGAAGGATGGAGT 
sonde 5MAXN/TGG AAT ATG CCCTGC GTA AACTGG A/3IABkFQ 
amorce AS CTGGTGCTTCTCTCAGGATA 
TBP 
amorce S CACGAACCACGGCACTGATT 
sonde 56-FAM/TGT GCA CAG GAG CCA AGA GTG AAG A/3IABkFQ 
amorce AS TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC 
GAPDH 
amorce S TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 
sonde 56-FAM/AAG GTC GGA /ZEN/GTC AAC GGATTT GGT C/3IABkFQ 
amorce AS ACATCGCTCAGACACCATG 
ACTB 
amorce S ACAGAGCCTCGCCTTTG 
sonde 56-FAM/TCA TCC ATG /ZEN/GTG AGCTGG CGG /3IABkFQ 
amorce AS CCTTGCACATGCCGGAG 
B2M 
amorce S GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGTAC 
sonde 56-FAM/CTG CCGTGT /ZEN/GAA CCATGT GACTTT G/3IABkFQ 
amorce AS ACCTCCATGATGCTGCTTAC 
RPLP0 
amorce S TCGTCTTTAAACCCTGCGTG 
sonde 56-FAM/CCC TGT CTT /ZEN/CCC TGG GCA TCA C/3IABkFQ 
amorce AS TGTCTGCTCCCACAATGAAAC 
GUSB 
amorce S TTT TAT TCC CCA GCA CTC TCG 
sonde 56-FAM /ACG CAG AAA /ZEN/ATA CGT GGT TGG AGA GC/3IABkFQ 
amorce AS TCA CTG AAG AGT ACC AGA AAA GTC 
ABCB1 
amorce S CTTCAGGGTTTCACATTTGGC 
sonde 56-FAM /TGGTTTTCCGATCCATGCTCAGACAG/3IABkFQ 
amorce AS GGTAGTCAATGCTCCAGTGG 
ABCC1 
amorce S GACCCTCCCACACTGAATG 
sonde 56-FAM /CGACTTTCCGCAGCCCACCT/3IABkFQ 
amorce AS CCTCCACTTTGTCCATCTCAG 
ABCC3 
amorce S ACCTGTCCAAGCTCAAGATG 
sonde 56-FAM /AAAAGGTCCGCCCAGGAGACG/3IABkFQ 
amorce AS GGGTGACAAAGAAAACAGGG 
ABCG2 
amorce S CGATATGGATTTACGGCTTTGC 
sonde 56-FAM /CCCAGGACTCAATGCAACAGGAAACA/3IABkFQ 
amorce AS AGATCGATGCCCTGCTTTAC 
Abréviations : amorce S : amorce « sens », amorce AS : amorce « anti-sens » 
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3.2.3 Préparation des tissus pour immunohistochimie 
Les échantillons ont été gardés 48 heures (h) dans une solution de PFA 4 % afin de 
bien fixer le tissu. La circulation des échantillons a été commencée au laboratoire. La 
circulation consiste en la déshydratation graduelle des tissus dans un bain d’éthanol 30 % 
ensuite 50 % et pour terminer 70 %, avec agitation lente pendant 1 h pour chaque étape de 
déshydratation. La circulation et l’inclusion des échantillons dans la paraffine ont été 
complétées à la plateforme d’histologie et de microscopie électronique du département 
d’anatomie et biologie cellulaire de l’Université de Sherbrooke. Les tissus ont ensuite été 
coupés à une épaisseur de 5 µm au microtome (Leica). Un tableau descriptif des 
échantillons est illustré en Annexe 5. 
3.2.4 Immunohistochimie 
Les coupes ont été déparaffinées dans 3 bains de xylène de 5 minutes (min) chaque. 
Elles ont ensuite été réhydratées dans 2 bains d’éthanol 100 % et 1 bain d’éthanol 70 % 
pendant 5 min par bain suivi d’un bain à l’eau courante et d’un bain d’eau distillée pour une 
durée d’une min par bain. La révélation des antigènes a été effectuée en chauffant les lames 
dans un tampon citrate 0.01 M pH 6.0 dans une cocotte-minute pendant 10 min à partir du 
moment où la pression interne désirée est atteinte. Les coupes ont été ensuite rincées dans 
un bain d’eau courante suivi d’un bain d’eau distillée pendant 1 min par bain. Les 
peroxydases endogènes ont été inhibées en incubant les lames pendant 10 min dans une 
solution de peroxyde 0,5 % / méthanol. Les coupes ont été rincées dans un tampon PBS, 
deux fois pendant 5 min sous agitation. L’anticorps primaire a ensuite été déposé (100 µL) 
sur les coupes de tissus et les lames ont été incubées 48 h dans une chambre humide à 4 °C. 
Les coupes ont été rincées à nouveau 3 fois dans du tampon PBS pendant 10 min sous 
agitation et l’anticorps secondaire a ensuite été appliqué (100 µL). L’incubation des coupes 
avec l’anticorps secondaire a été d’une durée d’1 h dans une chambre humide à 37 °C. Les 
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concentrations des anticorps ainsi que la solution de blocage/incubation sont décrites dans 
le Tableau 3. Les coupes ont été rincées à nouveau dans du PBS, 3 fois pendant 10 min 
sous agitation et le signal a été révélé par l’application de DAB sur les coupes pendant 
1 min. Les coupes ont été rincées 3 autres fois dans du PBS pendant 10 min et 1 min dans 
l’eau courante. Une contre-coloration à l’hématoxyline a été effectuée, les lames ont été 
déshydratées à l’éthanol et ensuite au toluène. Une fois les lames séchées, les lamelles ont 
été montées. Tous les anticorps ont été préalablement validés dans des tissus connus pour 
exprimer les pompes à efflux étudiées (contrôle positif). Des contrôles négatifs ont 
également été effectués pour chaque protéine d’intérêt en omettant d’appliquer l’anticorps 
primaire sur les coupes. 
Tableau 3.3 Liste des anticorps et de leurs conditions d’utilisation. 
Anticorps Dilution Solution blocage/incubation 
mouse anti-PGP (C219) 
Calbiochem # cat : 517310 
1 : 50 PBS 1 % BSA 
mouse anti-MRP1 (IU2H10) 
Abcam # cat : ab32574 
1 : 100 PBS 1 % BSA, 1 % sérum de 
mouton 
goat anti-MRP3 (D-15)  
Santa Cruz # cat : sc-5775 
1 : 100 PBS 1 % BSA, 1 % sérum de 
porc 
mouse anti-BCRP (clone 5D3) 
Milipore, # cat : MAB4155 
1 : 100 PBS 1 % BSA, 1 % sérum de 
mouton 
sheep ECL anti-mouse IgG 
HRP GE Healthcare # cat : 
NA931-1ML 
1 : 200 la même que celui de 
l’anticorps primaire étudié 
swine anti-goat HRP 
Cedarlane # cat : CICC50007  
1 : 200 la même que celui de 
l’anticorps primaire étudié 
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3.2.5 Analyse 
Afin de déterminer l’effet de la qualité de l’ARN de nos échantillons sur la 
quantification de l’ARN, nous avons effectué une régression linéaire entre ces deux 
variables pour les gènes de référence. En utilisant Prism et le site web 
http://www.leonxie.com/referencegene.php, la stabilité des potentiels gènes de référence a 
été mesurée par cinq différentes méthodes couramment utilisées : coefficient de variation, 
comparative Delta-Ct, GeNorm, NormFinder et BestKeeper (Andersen et al., 2004; 
Dydensborg et al., 2006; Pfaffl et al., 2004; Silver et al., 2006). Un rang global a été 
produit en calculant la moyenne géométrique des résultats de chaque gène pour l’ensemble 
des méthodes d’analyse. L’analyse des résultats de qPCR pour les gènes d’intérêt a été 
effectuée en normalisant leur expression par rapport à la moyenne géométrique de 
l’expression des trois gènes de normalisation sélectionnés. Les résultats des gènes d’intérêt 
ont tous été exprimés en valeur absolue (nombre de copies) produits par le programme 
Realplex. L’analyse des tissus en immunohistochimie a été effectuée de façon qualitative et 
s’est avérée à déterminer la localisation des différentes pompes à efflux donc soit au niveau 
des cellules endothéliales ou des cellules tumorales gliales. 
3.2.6 Analyse statistique 
Les analyses statistiques des données ont été effectuées avec le logiciel Prism 5 
(GraphPad Software Inc., CA, USA). Lors de l’étude des gènes de référence candidats, 
nous avons effectué une analyse de corrélation de Pearson (α = 0.01) avec un intervalle de 
confiance de 99 % afin de déterminer si l’expression de l’ARN mesurée par qPCR est 
associée à la qualité de l’ARN. Les différences statistiques entre les niveaux d’expression 
des pompes entre les échantillons de sujets sains et les échantillons de GBM ont été 
évaluées en effectuant le test Kolmogorov-Smirnov bilatéral avec un P < 0,05 et pour les 
différences entre les échantillons provenant d’une résection et de la suivante un test 
unilatéral de Wilcoxon P < 0,05. 
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3.3 Résultats 
3.3.1 Détermination des gènes de référence à utiliser dans les gliomes malins. 
Afin de déterminer l’effet de la qualité de l’ARN sur la quantification de son 
expression, la corrélation entre ces deux variables a été évaluée (Figure 3.1). Une 
corrélation significative négative a été observée pour chaque gène à l’étude : HPRT (r = - 
0,7590, p < 0,0001), SFRS9 (r = - 0,7935, p < 0,0001), TBP (r = - 0,7075, p < 0,0001), 
RPLP0 (r = - 0,7956, p < 0,0001), ACTB (r = - 0,6577 p < 0,0001), GAPDH (r = - 0,7141, 
p < 0,0001), B2M (r = - 0,8148, p < 0,0001) et GUSB (r = - 0,5852, p < 0,0012).  
Nous avons ensuite mis en graphique les données de quantification par qPCR de 
chaque gène selon le type de tissu étudié (Figure 3.2). La variabilité d’expression de 
GAPDH et ACTB dans les échantillons de tumeur est beaucoup plus grande que pour les 
autres gènes. Les échantillons ayant un RIN inférieur à 7,5 n’ont pas été illustrés dans la 
Figure 3.2 et ne seront pas étudiés pour identifier les gènes de référence.  
Les résultats du rang global de chaque gène sont inscrits au Tableau 3.4. TBP termine 
en première place des gènes les plus stables, suivi de près par HPRT et SFRS9 qui se 
rangent à égalité. Ils sont ensuite suivis par GUSB, B2M, RPLP0, GAPDH et ACTB, 
respectivement du gène le plus stable au moins stable. 
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Figure 3.1. Corrélation entre la qualité de l’ARN et la quantification de son expression 
par qPCR.  
Niveaux d’expression en valeur de Cq par rapport à la qualité de l’ARN (RIN) pour chaque 
échantillon étudié et pour chaque gène de référence à l’étude. Une corrélation significative 
a été mesurée entre la qualité de l’ARN et sa quantification pour les 8 gènes de référence. 
Corrélation de Pearson (α = 0,01), P < 0,0012 pour GUSB et P < 0,0001 pour tous les autres 
gènes. HPRT, SFRS9, RPLP0, TBP, B2M, GAPDH et ACTB (n=135), GUSB (n=106). 
A : astrocytome, A A : astrocytome anaplasique, O : oligodendrogliome, O A : 
oligodendrogliome anaplasique, OA : oligoastrocytome, OA A : oligoastrocytome 
anaplasique, GBM : glioblastome 
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Figure 3.2. Variabilité de l’expression de différents gènes de référence selon le type 
d’échantillon.  
Expression des 8 gènes de références en valeur de Cq selon le type d’échantillon à l’étude. 
Nous pouvons observer que dans les différents échantillons tumoraux GAPDH et ACTB 
sont les gènes ayant la plus grande variabilité pour tous les types d’échantillons étudiés. 
Pour les lignées cellulaires, RPLP0 est le gène démontrant le moins de variabilité 
interéchantillons. 
A : astrocytome (n=1), A A : astrocytome anaplasique (n=6), O : oligodendrogliome (n=2), 
O A : oligodendrogliome anaplasique (n=9), OA A : oligoastrocytome anaplasique (n=8), 
GBM : glioblastome (n=76). 
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Tableau 3.4 Rang global de stabilité des huit gènes étudiés 









3.3.2 Quantification de leur expression dans les échantillons de cerveaux sains et de 
GBM. 
Nous avons premièrement validé l’augmentation de l’expression des pompes à efflux 
dans spécimens tumoraux comparativement au tissu cérébral sain. Comme l’indique la 
Figure 3.3, l’expression d’ABCB1 diminue de façon significative (P < 0,01) dans les 
tumeurs comparativement aux échantillons de cerveaux sains. Cependant, l’expression 
d’ABCC1 (P < 0,0001) et ABCC3 (P < 0,0001) augmentent significativement dans le tissu 
néoplasique. L’augmentation de l’expression d’ABCG2 dans les tumeurs cérébrales 
comparativement au tissu sain n’est pas significative. Il est également possible de constater 
les niveaux d’expression des différentes pompes dans le tissu néoplasique : ABCG2 est la 
plus exprimée, suivi d’ABCC3, ABCC1 et finalement ABCB1. 
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Figure 3.3. Niveau d’expression de l’ARNm de pompes à efflux dans du tissu issu de 
cerveaux sains et de GBM. 
Les niveaux d’expression de l’ARNm d’ABCB1 (A), ABCC1 (B), ABCC3 (C) et ABCG2 
(D) mesurés pas RT-qPCR. Les résultats sont indiqués en nombre de copies. sains (n=11), 
GBM (n=75), Test Kolmogorov-Smirnov, bilatéral (P < 0,05), ** < 0,01, **** < 0,0001. 
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3.3.3 Quantification de la modulation de leur expression associée à la progression 
tumorale. 
Dans les échantillons provenant de mêmes patients, mais de chirurgies subséquentes, 
nous n’avons pas observé de modulation significative de l’expression pour les pompes à 
l’étude (Figure 3.4).  
Figure 3.4. Modulation de l’expression des pompes à efflux dans les échantillons 
tumoraux à travers leur évolution. 
Les niveaux d’expression d’ARNm d’ABCB1 (A), ABCC1 (B), ABCC3 (C) et ABCG2 (D) 
mesurés par RT-qPCR. Les résultats sont indiqués en nombre de copies. (n = 11), 
Wilcoxon, apparié, unilatéral, P ≤ 0,05. 
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3.3.4 Localisation des pompes à efflux dans les échantillons de GBM. 
Tel que l’on peut l’observer à la Figure 3.5, la PGP n’est exprimée que par les 
cellules endothéliales, à l’inverse la MRP3 qui est exclusivement exprimée par les cellules 
tumorales. La MRP1 et BCRP sont cependant retrouvées au niveau des deux types 
cellulaires.  
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Figure 3.5.  Localisation des pompes à efflux étudiées. 
Expression des différentes pompes à efflux étudiées (à gauche) et leur contrôle négatif 
(sans anticorps primaire, à droite). Grossissement 40X. 
Flèche complète : cellule endothéliale, tête de flèche : cellule tumorale 
OBJECTIF #3 
4.1 Introduction 
Brièvement, afin de déterminer si l’OBHE permet d’augmenter l’acheminement au 
SNC et à l’accumulation à la tumeur de substrats des pompes à efflux, du 11C-carvedilol, un 
substrat de la PGP radiomarqué au carbone-11, a été administré à des animaux porteurs 
d’une tumeur cérébrale. Une acquisition TEP a ensuite été effectuée. Un inhibiteur 
spécifique de la PGP de 3e génération (tariquidar) a été administré aux animaux faisant 
partie du groupe contrôle positif. La combinaison de l’OBHE et du tariquidar a également 
été évaluée afin de vérifier si elle permettrait d’augmenter de façon additive ou synergique 
l’acheminement du 11C-carvedilol aux cellules tumorales gliales. Afin de segmenter avec 
précision nos volumes d’intérêt, une acquisition IRM a été effectuée la veille de 
l’acquisition TEP et le recalage des acquisitions a été réalisé permettant ainsi l’analyse 
rigoureuse des données obtenues.  
4.2 Matériels et méthodes 
4.2.1 Animaux 
Des rats mâles de race Fischer (226-244 g) ont été achetés chez Charles River, QC, 
Canada. Les animaux étaient deux par cages afin d’améliorer la qualité de leur 
environnement et ils avaient accès à de l’eau et de la nourriture ad libitum. Les animaux ont 
été hébergés dans une pièce sans pathogène ayant un cycle jour/nuit 12 h /12 h. Le suivi des 
animaux a été effectué 2 fois par jour pour s’assurer de leur bien-être. L’euthanasie des 
animaux a été réalisée immédiatement après la fin des expérimentations par inhalation de 
CO2 sous anesthésie générale. Toutes les expériences ont été préalablement approuvées par 
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le comité éthique animal de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de 
l’Université de Sherbrooke. 
4.2.2 Groupes à l’étude 





4) véhicule tariquidar (contrôle négatif tariquidar, n=3),
5) salin @ 0,12 mL/s (contrôle négatif OBHE, n=3),
6) OBHE + tariquidar (n=6).
4.2.3 Modèle animal 
Le modèle animal utilisé est le Fischer-F98 qui a été développé dans le laboratoire du 
Dr David Fortin (Mathieu et al., 2007). Il s’agit d’un modèle reproductible et du modèle 
syngénique le plus représentatif de la représentation clinique de la maladie (Blanchard, 
Mathieu, Patenaude et Fortin, 2006; Mathieu, Lamarche et Fortin, 2005). Brièvement, la 
procédure d’implantation consiste en l’anesthésie du rat par administration IP d’une dose 
unique d’un mélange de kétamine/xylazine (83/17 mg/kg). Une fois l’animal endormi, du 
gel ophtalmique est apposé ses yeux et ce dernier est placé sur un cadre stéréotaxique. Une 
fois qu’il est bien mis en place, une incision est pratiquée sur la peau couvrant la boîte 
crânienne et un trou de trépan est effectué à l’aide d’une aiguille 16G (BD Medical, Utah) 
ou d’une perceuse chirurgicale aux coordonnées d’implantation soit à 3 mm à droite et 
1 mm antérieur du croisement des sutures Sagittale et Bregma. Une micropompe à infusion 
fixée sur le cadre stéréotaxique permet l’infusion des cellules murines de GBM, F98 
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(ATCC®, CRL-2397™), au nombre de 10 000 cellules dans un volume de 5 µL. L’infusion 
est réalisée sur 5 min à 6 mm de profondeur de la surface de la boîte crânienne. L’aiguille 
est ensuite lentement retirée et le trou de trépan refermé par l’application de cire à os. Des 
points de suture sont ensuite effectués pour refermer la plaie. L’animal se réveille 
normalement dans l’heure qui suit. 
4.2.4 Imagerie par résonance magnétique dynamique 
Neuf jours suite à l’implantation des cellules tumorales, une séquence d’imagerie par 
résonance magnétique (IRM) dynamique a été effectuée pour chaque animal au Centre 
d’imagerie moléculaire de Sherbrooke (CIMS). L’induction de l’anesthésie générale des 
animaux s’est faite par inhalation d’un mélange d’isoflurane 5 % et d’oxygène médical et le 
maintien de l’anesthésie à 2 % d’isoflurane/oxygène médical. Un cathéter a ensuite été 
installé dans une veine caudale pour permettre l’administration de l’agent de contraste 
(Magnevist). L’animal est ensuite placé sur un lit, la sonde IRM pour tête de rat installée 
(RAPID Biomedical, Columbus, OH, USA) et la sonde est finalement insérée dans le 
scanneur IRM 7T pour petits animaux (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). L’acquisition des 
images a été effectuée en utilisant les paramètres suivants : 15 tranches axiales 
pondérées T1, épaisseur : 1,0 mm, champ de vue : 30 x 30 mm2, matrice : 256 x 256 pixels, 
temps de répétition : 164.7 millisecondes, temps d’écho : 3.59 millisecondes, angle de 
bascule de la magnétisation : 30° et nombre d’accumulation : 2. Les images du cerveau ont 
été acquises de la fin du bulbe olfactif à la fin du lobe occipital. Les signes vitaux de 
l’animal ont été visualisés et enregistrés pendant toute la durée de l’acquisition. Dix séries 
de 15 images ont été acquises avec une résolution temporelle de 84 secondes par série. Afin 
de rehausser le signal IRM à la tumeur, une administration intraveineuse de Magnevist 
(143 mM, 500 µL pendant 50 secondes) a été initiée en même temps que l’acquisition de la 
troisième série d’images. La quatrième série d’images a été sélectionnée afin d’effectuer le 
recalage des images IRM et TEP. 
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4.2.5 Procédure d’OBHE 
Les animaux du groupe 3, 5 et 6 ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane 5 % et 
l’anesthésie générale a été maintenue à 2 % d’isoflurane mélangé à de l’oxygène médical (2 
L / min). Un cathéter a ensuite été installé dans l’une des veines caudales de l’animal pour 
permettre le transfert de l’anesthésie à l’infusion continue de propofol intraveineux 
(3,9 mg/ kg/h), qui par ses effets hémodynamiques permettent d’obtenir une meilleure 
qualité d’OBHE (Remsen et al., 1999). De façon aseptique, la peau du cou a été incisée, 
l’animal est intubé (cathéter 16G, BD) et le complexe carotidien droit exposé. La carotide 
externe droite a ensuite été canulée de façon rétrograde avec un tube de PE50 afin d’infuser 
le mannitol dans la carotide interne droite via la carotide externe droite. Une dose 
d’atropine sous-cutanée (0,04 mg/kg) est ensuite administrée afin de prévenir la 
bradycardie induite par l’OBHE. Une fois, l’animal positionné dans le tomographe TEP, 
l’infusion de propofol a été interrompue et 1 min suite à son interruption, le mannitol a été 
infusé à un débit de 0,12 mL/s pendant 30 secondes. Pour le groupe contrôle de la 
procédure d’OBHE (groupe 5) le mannitol a été remplacé par une solution saline 0,9 % 
administrée au même débit. L’infusion de propofol a été redémarrée dans la minute suivant 
l’infusion du mannitol. 
4.2.6 11C-carvedilol 
Le carvedilol est un bêta-bloqueur et un antagoniste adrénergique  α1. Il a été 
radiomarqué pour la première fois par un groupe désirant imager les récepteurs 
adrénergiques au SNC. Les auteurs de ces études l’avaient sélectionné pour sa lipophilicité 
et son faible poids moléculaire (Doze et al., 2002). Cependant, ils ont dû abandonner son 
utilisation puisqu’étant un substrat des pompes à efflux, il ne s’accumulait pas au SNC tel 
qu’espéré. Le 11C-verapamil (un bloqueur des canaux calciques) est le traceur le plus utilisé 
pour mesurer l’activité de la PGP chez l’humain et l’animal. Bien que le volume de 
distribution du 11C-carvedilol soit beaucoup plus petit que celui du 11C-verapamil, une 
étude a démontré qu’à concentration équimolaire le 11C-carvedilol est deux fois plus 
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sensible que le 11C-verapamil à la modulation de l’activité de la PGP par la cyclosporine A 
(Jonsson et al., 1999; Elsinga et al., 2004). De plus, le 11C-verapamil est très lipophile (log 
P 3,8) ce qui ferait de lui un composé traversant moins bien la BHE que le 11C-carvedilol 
(log P 2,0) suite à une inhibition de la PGP. La clairance plasmatique du 11C-carvedilol est 
semblable à celle du 11C-verapamil et se fait en 2 phases. La première phase constitue la 
phase de distribution rapide et la seconde l’élimination lente. Le 11C-carvedilol est 
métabolisé par le foie. Tout comme pour les métabolites du 11C-verapamil, les métabolites 
du 11C-carvedilol auraient une moins bonne affinité pour la PGP que la molécule initiale 
(Neuhoff et al., 2000). En plus d’avoir un IC50 plus grand pour la PGP, les métabolites du 
11C-carvedilol sont plus hydrophiles que le composé parent, laissant croire qu’il aurait un 
faible apport dans le signal TEP mesuré suite à une inhibition de la PGP (Neugebauer et 
Neubert, 1991). Les études effectuées chez le rat comparant les résultats in vitro, in vivo et 
ex vivo, pour le 11C-carvedilol et 11C-verapamil démontrent qu’il est plus facile de faire la 
discrimination entre le niveau de base et une accumulation du 11C-carvedilol (Jonsson et 
al., 1999; Elsinga et al., 2005; Bart et al., 2005). Le 11C-carvedilol semble être le 
radiotraceur idéal pour mesurer l’activité ou la modulation de l’activité de la PGP au 
cerveau. 
4.2.7 Radiochimie 
Le 11C-dioxyde de carbone (11C-CO2) a été produit par la réaction nucléaire du 
14N(p,α)11C, par le bombardement de proton d’une cible d’aluminium dans un mélange 
gazeux contenant 99,5 % d’azote et 0,5 % d’oxygène, dans un cyclotron TR-19. Le 11C-
dioxyde de carbone a été réduit en 11C-iodométhane (11C-CH3I) avec du 
tétrahydruroaluminate de lithium (LiAlH4/HI). La synthèse du 11C-carvedilol a été 
effectuée à partir de la réaction de son précurseur l’O-desmethyl carvedilol (1 mg, TLC 
Pharmachem, Ontario) avec le 11C-iodométhane en présence de kryptofix et de K2CO3 
(1 mg, 1 : 1 eq) dans 90 µL de DMSO, chauffé durant 7 min à 120 °C. Les produits de la 
réaction ont été séparés par HPLC (6 mL/min sur une colonne Gemini C18, détection UV à 
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254 nm). Le produit à 7,1 min correspondant au 11C-carvedilol a été récolté et purifié sur 
une colonne C-18, lavé avec 10 mL d’eau et élué dans 0,7 mL d’éthanol. 
4.2.8 Tomographie d’émission par positrons 
Les animaux sont mis sous anesthésie générale par inhalation d’un mélange 
d’isoflurane 5 % avec 2 L / min d’oxygène médical et maintenu à 2 % d’isoflurane à 
l’exception des animaux des groupes : 3, 5, 6 qui seront transférés au propofol intraveineux. 
Un cathéter intra-artériel caudal a été installé pour comptage de la radioactivité sanguine, 
un intraveineux pour administration du radiotraceur et un intraveineux supplémentaire pour 
les animaux anesthésiés au propofol, tel que décrit plus haut dans la section procédure 
d’OBHE. Lorsque la préparation de l’animal était complète (selon le groupe auquel il était 
attribué), l’animal était installé sur un lit et placé dans un scanneur TEP pour petits 
animaux, soit le LabPET 4 ou le LabPET8 (Gamma Medica, Northridge, CA, USA) au 
CIMS. Le cathéter artériel est installé dans la cassette du compteur sanguin, µBlood counter 
(Gamma Medica, Northridge, CA, USA) afin de permettre l’acquisition en continu de la 
radioactivité sanguine durant les 40 premières min de l’acquisition TEP. Le protocole pour 
l’acquisition de données TEP est décrit à la Figure 4.1. Pour les animaux des groupes 2, 4 
et 6, le tariquidar ou son véhicule a été administré à l’animal 45 min avant le début de 
l’acquisition. Pour les animaux des groupes 3, 5 et 6, le mannitol ou la solution saline a été 
infusé durant les 30 premières secondes de l’acquisition de données TEP. Pour tous les 
groupes, le 11C-carvedilol (~ 60 MBq a été dilué dans 1 mL de solution saline 0,9 %) a été 
injecté sur 1 min, à partir de la trentième seconde de l’acquisition. Suite à l’acquisition 
TEP, les données ont été reconstruites en effectuant 20 itérations de l’algorithme MLEM-
3D. Les acquisitions ont été reconstruites et analysées selon deux découpages dans le 
temps. 1) 1 x 30 s et 1 x 60 min et 2) 1 x 30 s, 8 x 5 s, 2 x 10 s, 4 x 1 min 30 s, 1 x 3 min et 
5 x 10 min pour un total de 60 min. Le premier bloc de 30 premières secondes avant 
l’injection du traceur sert à s’assurer que le bruit de fond dans le scanneur est nul et 
qu’ainsi les données mesurées sont réelles. 
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Figure 4.1. Protocole d’imagerie TEP. 
Pour les groupes 2, 4 et 6, le tariquidar ou son véhicule a été administré environ 45 minutes 
avant le début de l’acquisition. Pour les groupes 3, 5 et 6, le mannitol ou la solution saline a 
été administré durant les 30 premières secondes de l’acquisition. Pour tous les animaux, le 
11C-carvedilol a été administré à partir de la 30e seconde de l’acquisition durant 1 minute. 
La radioactivité dans le sang de l’animal a été mesurée pour les 40 premières minutes de 
l’acquisition.   
4.2.9 Compteur sanguin 
L’acquisition par le compteur sanguin était démarrée pendant les 30 premières 
secondes de l’acquisition TEP. Le protocole du prélèvement sanguin s’est fait en trois 
séquences : 1) 210 secondes à 150 µL/min, 2) 180 secondes à 100 µL/min suivi de 3) 2010 
secondes à 50 µL/min. Lorsque les courbes sanguines n’ont pas pu être acquises avec le 
compteur sanguin, le sang était prélevé manuellement et compté dans un compteur à 
émetteur bêta (Packard COBRA II Auto-Gamma counter). 
4.2.10 Analyse 
Le recalage des images TEP-IRM ainsi que la quantification de l’accumulation du 
traceur ont été effectués avec le programme libre d’accès AMIDE. Suite au recalage des 
images TEP et IRM, quatre volumes d’intérêt ont été segmentés pour chaque animal sur les 
images IRM : un autour de la tumeur, un autre volume ne contenant que du parenchyme 
sain à distance de la tumeur a également été tracé dans l’hémisphère ipsilatéral. Deux autres 
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volumes d’intérêt de volume équivalent aux deux premiers ont été segmentés dans 
l’hémisphère controlatéral comme volumes contrôles. Les données d’accumulation du 11C-
carvedilol pour chacun de ces volumes d’intérêt ont été extraites en pourcentage de dose 
injectée par gramme de tissus (% DI/g), et ce pour les deux découpages temporels décrits 
dans la section Tomographie par émission de positrons. Les courbes sanguines seront mises 
en graphique en % DI/g dans le temps. 
4.2.11 Analyse statistique 
Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel Prism 5 (GraphPad Software 
Inc., CA, USA). L’analyse statistique des données n’a été effectuée que sur les moyennes 
des ratios entre les volumes d’intérêt sur leurs volumes contrôles respectifs. L’analyse de 
variance de type Kruskal-Wallis (P < 0,05) suivie d’un test de comparaison multiple de 
type Dunn (α = 0,05) ont été effectué afin de déterminer si les moyennes des différents 
groupes à l’étude étaient différentes et s’il y avait une différence significative entre la 
moyenne d’un groupe à l’étude et le groupe contrôle. 
4.3 Résultats 
4.3.1 Quantification de l’accumulation du 11C-carvedilol à la tumeur. 
Les courbes temps-activité ont été mises en graphique pour le volume de la tumeur et 
le volume équivalent à la tumeur dans l’hémisphère contralatéral (Figure 4.2). Afin 
d’alléger le graphique, les courbes pour les groupes 4 (véhicule tariquidar) et 5 (solution 
saline @ 0.12 mL/s) n’ont pas été illustrées. Nous pouvons donc observer à la 
Figure 4.2 A) que le 11C-carvedilol semble s’accumuler à la tumeur seulement pour le 
groupe 2 (tariquidar) et 6 (OBHE + tariquidar) contrairement au groupe 3 (OBHE) où l’on 
peut noter que l’élimination du traceur est semblable au groupe 1 (contrôle). Il ne semble 
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pas y avoir aucune différence entre les courbes temps-activité du volume équivalent à la 
tumeur dans l’hémisphère controlatéral pour les différents groupes à l’étude (Figure 4.2 B). 
Nous pouvons cependant dénoter dans la Figure 4.2 B que les pics maximaux du 
radiotraceur pour les groupes 1 (contrôle) et 2 (tariquidar) sont semblables, mais qu’ils sont 
plus élevés que les pics des groupes 3 (OBHE) et 6 (OBHE + tariquidar). Ce phénomène 
est également observé dans les courbes activité-temps sanguines (Figure 4.3). Le pic 
maximal d’accumulation sanguine du 11C-carvedilol pour les groupes 1, 2 et 4 est plus 
élevé que pour les groupes 3, 5 et 6. Afin d’évaluer l’accumulation du 11C-carvedilol dans 
les tumeurs, nous avons dans un premier temps calculé l’activité moyenne mesurée durant 
les 60 min de l’acquisition TEP et effectué un ratio de cette valeur pour le volume tumoral 
sur le volume équivalent dans l’hémisphère controlatéral (Figure 4.4.). Ainsi, nous 
éliminons la variabilité interanimale en se servant de chaque animal comme étant son 
propre contrôle. Nous pouvons observer à la Figure 4.4, qu’il n’y a que pour les groupes 2 : 
tariquidar et 6 : OBHE + tariquidar où le ratio d’accumulation du 11C-carvedilol à la tumeur 
est significativement augmenté par rapport au groupe 1 : contrôle (P < 0,01). 
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Figure 4.2. Courbes temps-activité du 11C-carvedilol en % DI/g de tissus pour la 
tumeur et le volume équivalent dans l’hémisphère controlatéral. 
Courbes (moyenne ± erreur standard de la moyenne) temps-activité des animaux des 
groupes 1 : contrôle, 2 : tariquidar, 3 : OBHE et 6 : OBHE + tariquidar pour les volumes 
d’intérêt correspondant à la tumeur (A) et le volume tumoral équivalent dans l’hémisphère 
contralatéral. (n = 6 pour chaque groupe). Pour alléger le graphique les courbes des groupes 
contrôles négatifs (4 : véhicule tariquidar et 5 : salin @ 0,12 mL/s, n’ont pas été illustrées. 
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Figure 4.3. Courbes temps-activité sanguines du 11C-carvedilol (moyenne % DI/g). 
Les courbes moyennes temps-activité des six groupes à l’étude sont illustrées. Le pic 
d’accumulation maximale dans le sang dans les premières minutes de l’acquisition est plus 
élevé pour les groupes 1, 2 et 4 comparativement aux groupes 3, 5 et 6. Groupe 1 (n=3), 2 
(n=1), 3 (n=1), groupe 4, 5 et 6 (n=2). 
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Figure 4.4 Ratio de l’accumulation du traceur dans le volume tumoral sur le volume 
controlatéral. 
L’activité totale moyenne du volume tumoral a été divisée par l’activité totale moyenne du 
volume tumoral équivalent dans l’hémisphère controlatéral pour les soixante minutes de 
l’acquisition TEP. Le groupe 2 et le groupe 6 sont significativement différents du groupe 
contrôle. Kruskal-Wallis (P < 0,0005) suivi d’un test de comparaison multiple de type 
Dunn (α = 0,05). ** < 0,01. 
4.3.2 Quantification de l’accumulation du 11C-carvedilol dans le parenchyme cérébral 
suite à l’OBHE. 
Lors de l’analyse des images et de leur recalage, nous avons constaté un rehaussement dans 
tout l’hémisphère ipsilatéral pour 2 des 6 animaux du groupe 6  (Figure 4.5). Nous avons 
séparé le groupe 6 en deux sous-groupes, soit le sous-groupe 6 : OBHE + tariquidar avec 
rehaussement (n = 2, OBHE + tarquidar (a. r.)) et le sous-groupe 6 : OBHE + tariquidar 
sans rehaussement (n = 4, OBHE + tariquidar (s.r.)).   
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Figure 4.5. Recalage des images TEP et IRM. 
Aucune accumulation n’est observable pour le groupe contrôle et le groupe OBHE et ce 
autant au niveau de la tumeur que dans le parenchyme cérébral. Les groupes 4 : véhicule 
tariquidar et 5 : saline @ 0,12 mL/s ne sont pas illustrés puisqu’ils ne sont pas visuellement 
différents du groupe contrôle. Dans le groupe 2 : tariquidar, une accumulation de 11C-
carvedilol est observée au niveau de la tumeur seulement. Dans le groupe 6 : OBHE + 
tarquidar, 4 animaux n’avaient que du rehaussement à la tumeur (OBHE + tariquidar sans 
rehaussement dans le parenchyme ipsilatéral : OBHE + tariquidar (s.r.)) et ont été 
regroupés avec les animaux tariquidar sur cette figure. Les deux autres animaux du groupe 
OBHE + tariquidar démontrant du rehaussement dans le parenchyme ipslatréal (OBHE + 
tariquidar avec rehaussement dans le parenchyme ipsilatéral : OBHE + tariquidar (a. r.)) 
sont illustrés dans la dernière rangée. Pour toutes les images TEP et IRM/TEP du montage, 
le seuil minimal a été fixé 0 % DI/g, le seuil maximal à 0,5 % DI/g, le champ de vue à 35 % 
de l’image initiale et l’agrandissement à 2,5. 
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Pour l’étude des courbes temps-activité pour les volumes d’intérêt correspondant au 
parenchyme ipsilatéral et au parenchyme controlatéral, le groupe 6 : OBHE + tariquidar a 
été séparé de la même façon qu’à la Figure 4.5 (Figure 4.6). Lors de l’étude des courbes 
temps-activité pour le parenchyme ipsilatéral (Figure 4.6 A), seul le groupe 6 : OBHE + 
tariquidar) semble présenter une augmentation de la captation du 11C-carvedilol 
comparativement au groupe contrôle. Lors de l’étude du sous-groupe sans rehaussement 
(6 : OBHE + tariquidar (s.r.)), il ne semble pas y avoir de différence entre sa courbe temps-
activité et la courbe des autres groupes à l’étude. Cependant, la courbe temps-activité du 
sous-groupe avec rehaussement (6 : OBHE + tariquidar (a. r.)) semble démontrer une 
accumulation moyenne du 11C-carvedilol environ deux fois plus grande que celle des autres 
groupes. Dans l’hémisphère controlatéral, lors de l’analyse des groupes 1 à 6, il n’y a que la 
courbe du groupe 6 : OBHE + tariquidar qui semble être légèrement plus élevé que la 
courbe du groupe contrôle (Figure 4.6 B). Lors de l’étude des sous-groupes 6 : OBHE + 
tariquidar, nous pouvons observer que la courbe du sous-groupe sans rehaussement ne 
semble pas différente du groupe contrôle, mais que la courbe du sous-groupe avec 
rehaussement semble démontrer une accumulation de 11C-carvedilol environ deux fois plus 
grande que celle du groupe contrôle. 
Afin de déterminer s’il y avait une différence de captation significative du 11C-
carvedilol dans le parenchyme de l’hémisphère ipsilatéral pour les différents groupes à 
l’étude, nous avons calculé le ratio de l’activité moyenne mesurée durant les 60 min de 
l’acquisition TEP pour le volume du parenchyme ipsilatéral sur le volume équivalent dans 
l’hémisphère controlatéral (Figure 4.7). Tout comme pour le ratio du volume tumoral sur le 
volume tumoral équivalent dans l’hémisphère contralatéral, nous éliminons ainsi la 
variabilité interanimale en se servant de chaque animal comme étant son propre contrôle. 
Lorsque l’on étudie le groupe 1 : contrôle, 2 : tariquidar, 3 : OBHE, 4 : véhicule tariquidar, 
5 : salin @ 0,12 mL/s et 6 : OBHE + tariquidar, nous n’observons aucune différence 
significative entre les moyennes des différents groupes à l’étude. Par conséquent, aucun 
groupe ne présente une accumulation significative du 11C-carvedilol dans l’hémisphère 
ipsilatéral comparativement au groupe 1 : contrôle (Kruskal-Wallis (P < 0,05, suivi d’un 
test de comparaison multiple de type Dunn, α = 0,05). Même lors que l’on étudie les sous-
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groupes groupe 6 : OBHE + tariquidar (s.r.) et 6 : OBHE + tariquidar (a. r.), nous 
n’observons pas de différence significative avec la moyenne des autres groupes soit les 
groupes 1 : contrôle, 2 : tariquidar, 3 : OBHE, 4 : véhicule tariquidar et 5 : salin @ 
0,12 mL/s. Malgré que nous observons un plus grand ratio pour le sous-groupe 6 : OBHE + 
tariquidar (a. r.), cependant la moyenne de ce groupe n’est pas significativement différente 
de celle des autres groupes, ni du groupe 1 : contrôle (Figure 4.7, Kruskal-Wallis (P < 0,05) 
suivi d’un test de comparaison multiple de type Dunn (α = 0,05). 
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Figure 4.6. Courbes temps-activité pour le 11C-carvedilol dans le parenchyme 
ipsilatéral et controlatéral. 
Courbes (moyenne ± erreur standard de la moyenne) temps-activité des groupes 1 : 
contrôle, 2 : tariquidar, 3 : OBHE, 6 : OBHE + tariquidar et ses deux sous-groupes 6 : 
OBHE + tariquidar (s.r.) et 6 : OBHE + tariquidar (a. r.) pour les volumes d’intérêt 
correspondant au parenchyme ipsilatéral (A) et au parenchyme contralatéral (B). 
Groupes 1, 2, 3, et 6 (n=6), sous-groupe 6 : OBHE + tariquidar (s.r.) (n=4), sous-groupe 6 : 
OBHE + tariquidar (a. r.) (n=2). Pour alléger le graphique les courbes des groupes contrôles 
négatifs (4 : véhicule tariquidar et 5 : salin @ 0,12 mL/s, n’ont pas été illustrées. 
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Figure 4.7. Ratio de l’accumulation du 11C-carvedilol dans le parenchyme ipsilatéral 
sur le parenchyme contralatéral. 
L’activité totale moyenne du volume d’intérêt parenchyme ipsilatéral a été divisée par 
l’activité totale moyenne du volume d’intérêt parenchyme controlatéral les 60 minutes de 
l’acquisition TEP pour chaque animal de chaque groupe. Aucune différence significative 
n’a été observée entre les groupes ou entre les groupes expérimentaux et le groupe contrôle, 
lorsque l’on compare les groupes 1 à 6. Une très grande variabilité est observée dans le 
groupe 6. Lorsque l’on sépare les animaux avec rehaussement des animaux sans 
rehaussement du groupe 6, le ratio des deux sous-groupes n’est pas significativement 
différent du ratio des autres groupes à l’étude, ni du groupe contrôle. (Kruskal-Wallis 
(P < 0,05, suivi d’un test de comparaison multiple de type Dunn, α = 0,05). Groupes 1, 2, 3, 
et 6 (n=6), groupes 4 et 5 (n=3), groupe 6 s.r. (n=4), groupe 6 a. r. (n=2). 
DISCUSSION 
L’acheminement de composés au SNC et à la tumeur n’est pas du même ordre pour 
toutes les molécules. De plus, la présence des pompes à efflux limite l’acheminement au 
SNC de plusieurs agents anti-néoplasiques et ensuite leur accumulation au niveau des 
cellules tumorales gliales. Dans le contexte actuel où plusieurs neuro-oncologues à travers 
le monde négligent l’importance de l’acheminement des agents anti-néoplasiques aux 
cellules tumorales, les résultats que nous avons obtenus démontrent une fois de plus qu’il 
faut porter davantage d’intérêt à ces limitations thérapeutiques en neuro-oncologie. 
5.1 Objectif 1 : Comparaison de l’acheminement de deux composés de taille et poids 
moléculaire différents. 
5.1.1 Durée de la perméabilité de la BHE suite à la procédure d’OBHE 
Nous avons premièrement observé que la durée de la perméabilité de la BHE pour le 
Gadomer suite à la procédure d’OBHE est plus courte que pour le Magnevist. En effet, la 
perméabilité de la BHE pour le Gadomer décroit très rapidement dans les 5 premières 
minutes suite à l’OBHE. La BHE ne semble plus perméable au Gadomer à partir de la 
dixième minute post-OBHE (Figure 2.2). Ce résultat contraste avec la durée de 
perméabilisation de la BHE obtenue pour Magnevist, où la BHE est toujours perméable au 
Magnevist 30 minutes suite à l’OBHE (Annexe 1) (Blanchette et al., 2009). Ces résultats 
suggèrent donc que la durée de la période de temps suite à l’OBHE où une molécule peut 
traverser la BHE serait influencée par la taille et le poids molécule de la molécule à 
acheminer. Ces résultats sont en accord avec l’hypothèse émise par Rapoport et Robinson, 
qui stipule que des pores seraient créés par le choc osmotique et que leur taille diminuerait 
à mesure que les cellules endothéliales se réhydratent (Rapoport et Robinson, 1986). Ces 
résultats corroborent également la haute variabilité de la durée de la perméabilisation de la 
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BHE suite à l’OBHE par les différentes études effectuées à ce sujet (Bhattacharjee et al., 
2001b; Blanchette et al., 2009; Kessler et al., 1984; Neuwelt et al., 1988; 1991; Rapoport et 
al., 1980b; Zünkeler et al., 1996a; Zünkeler et al., 1996b). En plus du poids moléculaire et 
de la taille, la charge d’une molécule peut également affecter sa capacité à traverser la BHE 
perméabilisée (Armstrong et al., 1989). Dans le cas de notre étude, nous avons utilisé deux 
agents de contraste de même charge afin d’évaluer de façon spécifique l’effet de la taille et 
poids moléculaire sur l’acheminement. 
5.1.2 Distribution des agents dans le parenchyme cérébral suite à l’OBHE 
La distribution du Gadomer suite à une procédure d’OBHE est relativement 
homogène à travers l’hémisphère traité. Nous pouvons observer quelques variations à 
travers l’encéphale, plus spécifiquement une légère augmentation est observée dans la 
matière grise puisque cette dernière est plus vascularisée que la matière blanche 
(Figure 2.1 B et 2.1 C). La distribution du Gadomer à travers le parenchyme cérébral ne 
semble être régulée que par son extravasation suite à l’OBHE. Tel que l’on peut voir à la 
Figure 3A de l’article, nous avons tracé cinq régions d’intérêt (ROI), la première étant 
située dans une région hautement vascularisée de l’hémisphère traité, les régions suivantes, 
2 à 4, s’éloignent graduellement de la première ROI. La cinquième ROI est située à 
distance dans l’hémisphère controlatéral. Lorsque l’on étudie les courbes d’intensité de 
signal pour ces ROIs à la Figure 2.3 B, on observe que l’intensité maximale est obtenue 
environ 14 minutes suite à l’administration du Gadomer effectuée à 3 min post-OBHE et ce 
pour toutes les ROIs et qu’il s’élimine ensuite très lentement. Ces résultats contrastent avec 
ceux obtenus pour le Magnevist. En effectuant la même analyse, nous avons observé que la 
distribution du Magnevist au SNC suite à l’OBHE s’effectuait premièrement par son 
extravasion, mais qu’elle était suivie de sa diffusion dans l’espace extracellulaire 
(Annexe 2) (Blanchette et al., 2009). Ces résultats s’expliquent facilement par la différente 
taille des molécules, le Gadomer étant beaucoup plus volumineux (5-6 nm) que le 
Magnevist (<1 nm). Notre raisonnement est également appuyé par plusieurs articles dans 
lesquels l’influence de la taille de différentes molécules sur leur diffusion à travers l’espace 
104 
extracellulaire cérébral a été démontrée (Thorne, 2004; Thorne et Nicholson, 2006; Thorne 
et al., 2008; Wolak et Thorne, 2013). 
5.1.3 Acheminement d’agents à la tumeur et au SNC sans moduler la perméabilité de la 
BHE 
Afin de déterminer la perméabilité basale de la BHE et BHT pour les deux agents de 
contraste à l’étude, nous avons calculé leur exposition à la tumeur, dans le parenchyme 
ipsilatéral et controlatéral pour les 30 premières minutes suite à leur administration. La 
Figure 2.4 D indique que la BHE empêche autant le Magnevist que le Gadomer d’atteindre 
le parenchyme cérébral, l’exposition mesurée correspond donc à la présence des ACs dans 
le compartiment vasculaire. Cependant, le Magnevist s’accumule environ 3 fois plus à la 
tumeur que le Gadomer. Nos résultats confirment donc que la perméabilité de la BHT varie 
selon les propriétés du composé administré et tel qu’observé dans ce cas-ci, selon la taille et 
le poids moléculaire du composé. 
5.1.4 Acheminement d’agents à la tumeur et au SNC suite à une procédure d’OBHE 
Nous avons ensuite évalué l’acheminement des ACs à travers la BHE et la BHT suite 
à la procédure d’OBHE. Nous avons encore une fois observé l’impact de la taille et poids 
moléculaire de nos ACs sur leur acheminement au niveau des trois ROIs étudiées. 
Premièrement, nous observons que l’exposition des deux ACs à la tumeur est doublée 
comparativement aux animaux contrôles. L’augmentation de l’exposition des ACs au 
parenchyme de l’hémisphère ipsilatéral est grandement augmentée suite à la procédure 
d’OBHE. Il est cependant très intéressant de constater que le Magnevist s’accumule 
toujours davantage que le Gadomer que ce soit à la tumeur ou dans le parenchyme de 
l’hémisphère traité. La perméabilité de la BHE et de la BHT suite à la procédure d’OBHE 
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est donc molécule-dépendante et tel que le suggèrent nos résultats, le poids moléculaire et 
la taille des molécules ont un impact sur le degré de leur acheminement. 
5.2 Objectif 2 : Expression et localisation de différentes pompes à efflux dans des 
échantillons de GBM. 
Nous avons étudié l’expression et la localisation de 4 pompes à efflux soit la PGP, 
MRP1, MRP3 et BCRP, afin d’évaluer l’impact de la présence des pompes à efflux sur 
l’acheminement au SNC et l’accumulation dans les cellules tumorales gliales. 
5.2.1 Quantification de l’expression des pompes à efflux 
Dans le but de quantifier l’expression des pompes à efflux par qPCR, nous devions 
dans un premier temps identifier des gènes de référence valides. Nous avons vérifié l’effet 
de la qualité de l’ARN sur sa quantification par qPCR. Pour chaque gène étudié, nous 
avons observé que lorsque l’ARN est dégradé nous détectons un Cq plus élevé (Figure 3.1). 
Cependant, il peut s’agir d’efficacité de détection, puisque l’ARN partiellement dégradé est 
moins facilement reconnu par les amorces et la sonde menant à une plus faible capacité de 
détection des fragments d’ARN. Afin d’effectuer une analyse valide de la variabilité des 
gènes de référence candidats, nous avons décidé d’imposer un seuil et d’exclure tous les 
échantillons ayant un RIN inférieur à 7,5. Cette procédure est acceptée par la littérature, les 
publications en qPCR certaines études fixent même leur seuil à un RIN de 7,0.  
Nous avons par la suite évalué la stabilité de ces différents gènes. Même si les 
résultats des différentes méthodes étaient généralement semblables, nous avons décidé de 
générer un rang global pour l’ensemble des gènes à l’étude. Les gènes les plus stables se 
retrouvant en haut de la liste ayant une valeur de variabilité plus petite et les moins stables 
au bas de la liste. Selon ce rang global, les trois gènes occupant les trois premiers rangs sont 
TBP, HRPT et SFRS9. Valente et ses collaborateurs ont démontré que la combinaison de 
HPRT et TBP était appropriée pour normaliser l’expression de gènes dans les études 
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effectuées par qPCR dans des échantillons de GBM (Valente et al., 2009). Plusieurs autres 
études ont identifié HPRT et TBP comme étant des gènes de référence appropriés pour des 
échantillons tumoraux (de Kok et al., 2005; Fu et al., 2009; Jung et al., 2007; Ohl et al., 
2005; 2006). Nous n’avons pas trouvé d’autres études ayant évalué SRFS9 comme gène de 
référence. Pour les lignées cellulaires, nous suggérons cependant l’utilisation de RPLP0. 
Les lignées cellulaires cancéreuses représentent des populations cellulaires beaucoup plus 
homogènes que les tumeurs primaires et les résultats obtenus à la Figure 3.2 suggèrent que 
RPLP0 serait le gène de référence le plus stable que nous avons étudié pour les lignées 
cellulaires (Ertel et al., 2006; Gillet et al., 2011). 
Dans l’intention de déterminer l’impact de la présence de chaque pompe à efflux, 
nous avons quantifié leur expression en qPCR dans des échantillons de cerveaux sains et 
dans les échantillons de GBM suivi d’une comparaison entre deux échantillons de 
chirurgies subséquentes effectuées chez les mêmes patients. Nous avons observé une 
diminution de l’expression de l’ARN d’ABCB1 dans les tumeurs comparativement aux 
tissus sains ainsi qu’une augmentation de l’expression d’ABCC1 et d’ABCC3 dans les 
échantillons tumoraux et aucun changement d’expression pour ABCG2. Ces résultats 
concordent avec la littérature où l’expression de la protéine MRP1 issue du gène ABCC1 
augmenterait avec le grade de la tumeur, et inversement pour la PGP issue du gène ABCB1 
(Calatozzolo et al., 2005; Spiegl-Kreinecker et al., 2002). L’augmentation de l’expression 
de la protéine MRP3 issue du gène ABCC3 entre le tissu tumoral et sain est également 
appuyée par la littérature (Calatozzolo et al., 2005; Jin et al., 2010; Kuan et al., 2010; 
Valera et al., 2007). Cependant, les papiers cités suggèrent une augmentation de 
l’expression de MRP3 avec le grade de la tumeur, nous supposons ainsi qu’une 
augmentation de l’expression aurait pu être observée entre les échantillons provenant de 
chirurgies subséquentes. D’un autre point de vue, si nous considérons observer une 
augmentation de l’expression d’MRP3 reliée à l’agressivité de la maladie, l’augmentation 
entre deux résections d’un même GBM, donc d’un même grade devrait être moins marquée 
que l’augmentation entre une tumeur de bas grade avec une tumeur de haut grade tel que 
cité dans les précédents articles.  
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La BCRP issue du gène ABCG2 est exprimée au niveau de la BHE saine et au niveau 
de la BHT (Zhang et al., 2003). Selon les travaux de Zhang et ses collaborateurs, 
l’expression de la BCRP serait même augmentée les cellules tumorales et les vaisseaux 
provenant d’échantillon de GBM comparativement avec du tissu cérébral sain (Zhang et al., 
2003). Les travaux sur les cellules souches de cancer du cerveau (brain tumor stem cells, 
BTSC, exprimant le marqueur CD133) ont démontré que cette sous-population de cellules 
tumorales exprimerait des niveaux de BCRP de 2 à 6 fois élevés que le reste de la 
population cellulaire tumorale, soit les cellules tumorales clonogéniques (CD133-) (Liu et 
al., 2006; Zhou et al., 2001). L’expression de la BCRP devrait donc être augmentée entre 
les échantillons de tissus sains et GBM ainsi qu’entre une chirurgie et une subséquente. 
Selon la théorie des cellules souches cancéreuses, ces cellules radio- et chimiorésistantes 
seraient responsables de la récidive tumorale et par conséquent, leur nombre augmenterait 
avec l’avancement de la maladie (Qin et al., 2010; Tanamura et al., 2010). Cependant, bien 
que le qPCR soit une technique très sensible, les cellules souches cancéreuses représentent 
une très faible population cellulaire dans l’ensemble de la tumeur (environ 4 %) et ainsi lors 
d’une extraction d’ARN sur un échantillon total tel que nous l’avons fait, la surexpression 
de BCRP a été moyennée sur l’ensemble des cellules présentes dans l’échantillon. Ce qui 
expliquerait les résultats obtenus. Cependant, nous devons tenir compte que même si nos 
résultats semblent corréler avec la littérature, il était impératif pour nous d’effectuer ces 
expériences, car dans les articles de la littérature les expériences effectuées en qPCR 
avaient pour gène de référence GAPDH et ACTB. Or, nous avons démontré que ces gènes 
de référence ne sont pas valides pour effectuer la normalisation d’expression de gènes 
d’intérêt en qPCR. Plusieurs autres articles de la littérature démontrent également que 
l’expression de GADPH et ACTB n’est pas assez stable pour que ceux-ci puissent être 
utilisés comme gènes de référence (Bie et al., 2011; Bustin, 2000; Fossdal et al., 2012; 
Glare et al., 2002; Huth et al., 2013; Selvey et al., 2001; Suzuki et al., 2000). Il est 
également à noter qu’aucun article de la littérature n’a comparé comme nous l’avons fait 
l’augmentation de l’expression de ces gènes entre deux chirurgies subséquentes dans des 
astrocytomes de grade IV (GBM). Nous comparons donc nos résultats avec différents 
articles de la littérature ayant comparé l’expression de ces gènes entre des échantillons 
tumoraux et de tissu sain cérébral ainsi qu’entre des échantillons provenant de différents 
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grades de gliomes malins. De plus, le plus grand nombre d’échantillons de GBM étudiés 
lors de ces études était de 23 alors que nous en avons étudié 75 en incluant les échantillons 
provenant de chirurgies subséquentes. 
5.2.2 Localisation de l’expression des pompes à efflux 
Les pompes à efflux sont exprimées au niveau de la BHE, BHT et des cellules 
tumorales. Dans le cadre de notre étude, il était donc impératif d’identifier par quel type 
cellulaire elles sont exprimées. En effet, cette information permet de déterminer si la pompe 
limite l’acheminement au SNC et/ou à la tumeur et ce dernier cas implique évidemment la 
chimiorésistance des cellules tumorales gliales. Nous avons pu observer que la PGP n’était 
pas exprimée par les cellules tumorales, tandis que MRP1, MRP3 et BCRP l’étaient. Parmi 
les quatre pompes à efflux étudiées, il n’y a que MRP3 qui n’était pas exprimée par 
l’endothélium vasculaire. Selon la littérature PGP, MRP1 et BCRP sont exprimées par les 
cellules endothéliales cérébrales tel que nous l’avons observé (Aronica et al., 2005). Bien 
que dans le contexte de notre étude, l’intérêt est d’apprendre quelles pompes à efflux nous 
devons cibler pour augmenter l’acheminement au SNC et aux cellules tumorales, il aurait 
pu être intéressant de comparer nos résultats d’immunohistochimie avec d’autres 
immunohistochimies effectuées sur des tissus de cerveaux sains. Nous avons tenté de le 
faire avec des coupes en paraffine provenant de la Banque de cerveaux Douglas - Bell 
Canada, cependant les tissus provenaient de sujets dont le cerveau avait été prélevé au-delà 
de 24 h post-mortem. La reconnaissance des protéines par les anticorps n’était donc pas 
possible dû au haut taux d’autolyse des tissus. L’autre alternative aurait d’avoir accès au 
tissu en marge de la tumeur provenant des échantillons de tumeur des patients du service de 
neuro-oncologie du CHUS. Cependant, nous savons que dû au caractère hautement invasif 
des gliomes que nous ne pouvons pas considérer ce tissu comme étant sain. La dernière 
option que nous avons considérée est d’utiliser comme tissu sain le tissu cérébral provenant 
du foyer épileptique d’un patient en ayant subi l’exérèse. Encore une fois, nous devons 
nous soustraire à cette possibilité, car il est bien connu que plusieurs pompes à efflux la 
BHE sont surexprimées chez les patients qui ne répondent plus aux antiépileptiques 
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5.3 Objectif 3 : Évaluation de l’accumulation au parenchyme et à la tumeur d’un 
substrat des pompes à efflux suite à une procédure d’OBHE. 
 
Nous avons dans un premier temps évalué l’accumulation du 11C-carvedilol, un 
substrat des pompes à efflux, au niveau de la tumeur. Étonnement il n’y a que dans les 
groupes ayant reçu l’inhibiteur spécifique de la PGP, le tariquidar, que l’on observe une 
accumulation du 11C-carvedilol à la tumeur. La procédure d’OBHE ne permettrait pas 
d’augmenter l’acheminement à la lésion tumorale ni aux foyers néoplasiques à distance du 
foyer principal protégés par la BHE.  
Lors de l’étude des courbes temps-activité dans le sang, nous avons observé que le pic 
maximal des groupes contrôle, tariquidar et véhicule tariquidar étaient semblables. La 
même observation a été effectuée pour les groupes OBHE, solution saline @ 0,12 mL/s et 
OBHE + tariquidar. Cependant, le pic maximal des courbes temps-activité des groupes 1, 2 
et 4 était plus élevé que celui des groupes 3, 5 et 6. Le seul élément liant les groupes 3, 5 et 
6 et les différenciant des groupes 1, 2 et 4 est l’anesthésie au propofol. L’anesthésie au 
propofol par voie veineuse pour les groupes 3, 5 et 6, cause une augmentation du volume 
sanguin. Au moment où le traceur est administré, l’animal a déjà reçu de 1.5 à 2 mL de 
propofol. En plus de l’anesthésie, la procédure d’OBHE ou son contrôle nécessite 
l’administration d’un volume de 3.6 mL dans le compartiment vasculaire, et ce 
immédiatement avant l’administration du traceur. Au moment où le traceur est administré, 
les groupes 3, 5 et 6 ont une augmentation de 5 à 6 mL de leur volume sanguin. En 
situation normale, le volume sanguin de ces animaux est d’environ 10 mL. Il est à noter que 
la dose de 11C-carvedilol administrée aux animaux n’est pas significativement différente 
d’un animal à l’autre. Ainsi, le pic maximal est donc plus bas pour les groupes 3, 5 et 6 
puisque l’augmentation du volume sanguin inhérent à la procédure a mené à une dilution de 
la dose administrée.   
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Ensuite, les résultats de l’accumulation du 11C-carvedilol au niveau du parenchyme 
cérébral, pour les groupes 2 : tariquidar), 3 : OBHE et 6 : OBHE + tariquidar nous ont 
étonnés. Premièrement, nous avons observé que l’administration de tariquidar seule ne 
permet pas d’accumuler le 11C-carvedilol au niveau du parenchyme cérébral des deux 
hémisphères. Il a été démontré que le 11C-carvedilol est un substrat de la PGP, mais pas de 
la MRP1 (Bart et al., 2005). Aucune autre étude n’a été effectuée afin de déterminer s’il 
pouvait être le substrat d’une autre pompe à efflux. Nous supposons donc qu’il serait 
également un substrat de la BCRP qui est exprimée par la BHE et ne l’est pas par les 
cellules F98. Il est important de noter que les niveaux d’expression des pompes à efflux 
diffèrent entre espèces. Une très belle étude a fait la comparaison entre les taux 
d’expression à la BHE chez l’homme versus chez la souris; la BCRP est deux fois plus 
exprimée chez l’homme que chez la souris et l’inverse pour la PGP (Uchida et al., 2011). 
Cependant, aucune comparaison du genre n’a été effectuée avec le rat. Il est également à 
noter qu’au niveau des F98, nous avons vérifié l’expression de la PGP, MRP1, MRP3 et 
BCRP. Nous avons observé que les F98 expriment fortement la PGP, faiblement la BCRP 
et que la MRP1 et MRP3 n’étaient pas détectables par immunobuvardage dans cette lignée 
(Annexe 3). La PGP, la MRP1 et la BCRP sont présentes au niveau de la BHE chez le rat et 
ceci a bien été caractérisé par plusieurs études (Babakhanian et al., 2007; Begley et al., 
1996; Lee et al., 2007; Miller et al., 2000; Regina et al., 1998; Roberts et al., 2008; Wang 
et al., 2010). Ce serait cependant la PGP qui serait le plus exprimée, suivie de la BCRP, 
MRP1 et MRP2. Il a également été démontré que le tariquidar était un inhibiteur spécifique 
de la PGP, mais qu’à haute concentration (>100 nM) il pouvait également inhiber la BCRP 
(Kannan et al., 2011). Cependant, à la dose administrée (7,5 mg/kg), la quantité administrée 
par animal était d’environ 2,83 µM dans un volume de 175 µL et les animaux de ce poids 
ont un volume sanguin d’environ 10 à 15 mL. Ainsi, nous pouvons estimer que la 
concentration sanguine totale de tariquidar devait se situer entre 37,7 et 56,6 nM. Ainsi, à la 
dose que nous avons utilisée, nous avons bel et bien inhibé de façon spécifique que la PGP.  
Nous n’avons pas observé d’accumulation du 11C-carvedilol dans le parenchyme 
ipsilatéral pour le groupe OBHE et, à l’inverse, 2 animaux du groupe 6 (OBHE + 
tariquidar) démontraient une accumulation du traceur dans l’hémisphère ipsilatéral. Il est 
certain que cette accumulation est la conséquence de l’OBHE et ce résultat soulève donc 
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une très importante question ou hypothèse par rapport à l’ensemble des résultats obtenus 
pour les groupes 3 : OBHE et 6 : OBHE + tariquidar. C’est à dire, nos résultats sont-ils 
valides? Est-ce que l’OBHE n’a tout simplement pas fonctionné pour les 10 autres animaux 
ayant subi une procédure d’OBHE? L’OBHE est connue pour être une procédure très 
variable d’un individu à l’autre (Neuwelt et al., 1983b; Siegal et al., 2000). Il serait 
toutefois très étonnant que la procédure d’OBHE n’ait fonctionné que sur 2 animaux sur un 
total de 12. Selon mes expériences passées, à un débit d’infusion du mannitol de 0,12 mL/s, 
70 % des OBHE sont réussies, même si leur intensité varie d’un individu à l’autre. De plus, 
la TEP est une technique d’imagerie très sensible, donc même suite à une OBHE de faible 
intensité nous aurions dû mesurer une différence d’accumulation entre le parenchyme de 
l’hémisphère traité et le parenchyme de l’hémisphère controlatéral. Nous avons utilisé dans 
la présente étude un débit de 0,12 mL/s et dans la plupart des études effectuées chez le rat 
le débit utilisé est de 0,08 à 0,12 mL/s. Les études utilisant un débit de 0,12 mL/s chez le rat 
obtiennent une augmentation significative de l’acheminement de molécules, liposomes et 
virus donnés en IA suite à l’OBHE (Charest et al., 2013; Muldoon et al., 1995; Nilaver et 
al., 1995). Afin de valider la qualité de l’OBHE chez les animaux, il aurait été préférable de 
prélever les cerveaux des animaux suite à l’acquisition TEP, les fixer et effectuer une 
immunohistochimie contre l’albumine afin de quantifier sa présence et de confirmer ou 
infirmer s’il y a eu perméabilisation de la BHE (Blanchette et al., 2012). D’autres 
expériences seront effectuées au laboratoire et se dérouleront ainsi afin de confirmer les 
résultats obtenus. En effet, si nous n’observons pas d’accumulation du 11C-carvedilol dans 
le parenchyme de l’hémisphère traité, mais que le marquage contre l’albumine est positif, 
nous pourrons confirmer que nos résultats sont valides et que l’activité des pompes à efflux 
à la BHE est suffisamment élevée pour rejeter dans la circulation sanguine les agents anti-
néoplasiques substrats des pompes à efflux ayant tenté d’atteindre le parenchyme cérébral 
suite à l’OBHE.  
Cette discussion sur l’absence de l’accumulation du 11C-carvedilol dans 10 animaux 
sur 12 ayant eu une OBHE, n’explique cependant pas l’accumulation observée dans le 
parenchyme des 2 autres animaux. Il convient d’insister à nouveau sur le fait que le 
processus d’OBHE est très variable d’un individu à l’autre (Neuwelt et al., 1983b; Siegal et 
al., 2000). Il est également important de spécifier que la procédure d’OBHE ne 
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perméabilise normalement que l’hémisphère traité tel que vous pouvez l’observer dans la 
Figure 2.S4. du chapitre 2 de cette thèse. Également comme observé avec la diffusion du 
Magnevist chez les animaux sains, si nous observons une augmentation de Magnevist dans 
l’hémisphère controlatéral, ce ne sera pas immédiatement suite à son administration, 
puisqu’il faut permettre à l’agent de diffuser d’un hémisphère à l’autre (Blanchette et al., 
2009). Cependant, lors d’une excellente OBHE, un rehaussement de signal est 
immédiatement observé dans l’hémisphère contralatéral. Ces cas d’OBHEs excellentes ne 
représentent pas la norme dans nos observations. Un seul animal sur un groupe de 44 
animaux que nous avons étudié par IRM dynamique, ayant subi une OBHE à 0,12 mL/s, a 
eu une OBHE de cette envergure. Le polygone de Willis est un réseau vasculaire ou plus 
précisément la connexion du réseau vasculaire cérébral. Grossièrement, il relie les deux 
artères carotidiennes internes (gauche et droite) ainsi que le tronc basilaire qui provient de 
la fusion des deux artères vertébrales. Lorsque nous effectuons une OBHE chez l’animal 
qui est très réussie, il arrive que l’OBHE s’effectue également dans l’hémisphère 
controlatéral, mais de moindre intensité que dans l’hémisphère ipsilatéral. L’accumulation 
dans l’hémisphère ipsilatéral est également très importante lors de ces OBHEs très réussies. 
Selon les résultats obtenus, c’est exactement ce qu’il se serait produit pour les deux 
animaux du groupe 6 (OBHE + tariquidar). Tel que l’on peut le voir à la Figure 4.6 A, la 
courbe temps-activité dans l’hémisphère traité du groupe 3 (OBHE) n’est pas 
significativement différente de celle des animaux sans rehaussement du groupe 6 : OBHE + 
tariquidar. Cependant, pour les 2 animaux avec rehaussement du groupe 6 : OBHE + 
tariquidar la courbe temps-activité démontre une importante accumulation du 11C-
cardevilol dans le parenchyme cérébral. Lors de l’analyse détaillée de la courbe, nous 
observons un pic maximal élevé au début et une lente élimination du traceur qui peuvent 
suggérer une accumulation dans le tissu d’intérêt. En étudiant maintenant les courbes 
temps-activité de l’hémisphère controlatéral à la Figure 4.6 B, nous observons qu’il n’y a 
toujours pas de différence entre la courbe du groupe 3 : OBHE et la courbe du sous-groupe 
sans rehaussement du groupe 6 : OBHE + tariquidar. Cependant, lorsque l’on étudie la 
courbe du sous-groupe avec rehaussement du groupe 6 : OBHE + tariquidar, nous 
observons à nouveau un pic maximal important, ainsi qu’une élimination lente du traceur se 
traduisant à nouveau en son accumulation dans le parenchyme de l’hémisphère 
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controlatéral. Sur cette courbe, nous ne percevons pas l’accumulation du 11C-carvedilol 
dans l’hémisphère controlatéral de par sa diffusion de l’hémisphère ipsilatéral. 
Théoriquement, il est fort possible qu’il puisse diffuser de par son poids moléculaire qui 
n’est que de 406,474 g/mol, donc plus petit que le Magnevist. Cette diffusion se fait 
théoriquement par gradient de concentration et nous supposons que l’accumulation du 11C-
carvedilol dans l’hémisphère controlatéral est d’un ordre trop important pour que l’on 
puisse observer un changement de la courbe temps-activité dû au processus de diffusion. 
Ce phénomène est également observé lorsque l’on effectue des OBHE à très haut débit 
d’infusion du mannitol tel qu’à 0,14 ou 0,15 mL/s. Cependant, à ces hauts débits le taux de 
mortalité dû à la procédure d’OBHE est également plus élevé (Blanchette, Michaud et 
Fortin, 2012).   
Il y a également lieu de se demander si le protocole utilisé pourrait être modifié pour 
améliorer la sensibilité de détection. La dose de Magnevist et de Gadomer administrée dans 
la réalisation de l’objectif #1 était beaucoup plus grande que la quantité de 11C-carvedilol 
administrée en TEP. Cependant, en tenant compte de la grande sensibilité de la TEP, 
détection dans l’ordre du femtomolaire, je ne crois pas que ce point justifie les résultats 
obtenus d’autant plus que nous observons une augmentation de la captation à la tumeur 
lorsque les animaux reçoivent une dose de tariquidar. De plus selon les propriétés des deux 
traceurs, précédemment décrites dans la sous-section 4.1.6 11C-carvedilol, la sensibilité 
deux fois plus grande du 11C-carvedilol comparativement au 11C-verapamil lors d’une 
inhibition de la PGP, me porte à croire que le 11C-carvedilol constitue toujours le meilleur 
choix de traceur pour cette étude. 
Jusqu’à confirmation par les études supplémentaires en cours au laboratoire, nous 
croyons que l’activité des pompes à efflux lors du processus d’OBHE est suffisante pour 
que les substrats des pompes soient expulsés dans la circulation sanguine et ainsi ne 
peuvent s’accumuler dans le parenchyme cérébral, sauf dans certains cas où l’OBHE est 
d’intensité exceptionnelle. L’idée qu’une OBHE de forte intensité puisse mener à 
l’accumulation de substrats des pompes à efflux au SNC est appuyée par les travaux du 
laboratoire de Dr David S. Miller. En effet, son groupe de recherche étudie l’expression et 
l’activité des pompes à efflux à la BHE. La technique principalement utilisée dans son 
laboratoire consiste à visualiser par fluorescence des fluorophores qui sont des substrats 
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spécifiques des pompes à efflux. Le contrôle positif de leurs expériences consiste à ajouter 
une solution hyperosmolaire de mannitol pendant 60 min dans le pétri contenant les 
microvaisseaux cérébraux de rat fraichement extraits et le fluorophore substrat de la pompe 
à efflux étudiée (Hartz et al., 2004; Hartz et al., 2010; Rigor et al., 2010). Les résultats de 
cette procédure ne peuvent évidemment pas être directement transposés au processus 
d’OBHE et par conséquent n’invalident pas la raison d’être de notre étude.  
Il serait très intéressant de poursuivre cette étude en évaluant la survie des animaux 




5.4 Discussion générale et perspectives 
 
D’un point de vue global, plusieurs critiques peuvent être énoncées sur mes travaux. 
Premièrement, la comparaison de l’expression des pompes à efflux dans la tumeur et le 
tissu sain est à considérer avec une certaine réserve. Le RIN des échantillons de cerveau 
provenant de sujets sains variait entre 5 et 7,15. La comparaison d’échantillons ne 
possédant pas la même qualité d’ARN peut mener à une sous-estimation ou une 
surestimation des résultats obtenus. Cependant, comme discuté précédemment, il est très 
difficile d’obtenir des échantillons de cerveau sain. L’utilisation du qPCR en essai Taqman 
en premier lieu a ainsi permis d’identifier de façon rapide et simple une variation de 
l’expression pour certains gènes d’intérêt en utilisant les plus petites quantités de spécimens 
humains possibles avec une grande spécificité et sensibilité. Nous avons ensuite validé leur 
expression protéique et leur localisation en immunohistochimie. L’étude de l’expression 
des différents ARNm aurait pu être effectuée par hybridation in situ. L’avantage de cette 
technique est qu’elle est effectuée directement sur les coupes histologiques et permet de 
déterminer la localisation de l’expression. Elle n’est cependant pas aussi sensible que le 
qPCR en plus d’être une technique semi-quantitative. L’utilisation de microchips à ARN 
aurait pu être une autre méthode intéressante pour identifier des gènes d’intérêt. La 
microdissection au laser aurait été une technique très intéressante puisque cette dernière 
permet de découper les cellules d’intérêt et ensuite de quantifier leur ADN, ARN ou 
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protéines. Ainsi nous aurions d’emblée quantifié l’expression des pompes au niveau des 
cellules endothéliales et des cellules tumorales. Cette technique est cependant plus difficile 
et exigeante que celles utilisées dans notre présente étude. 
L’augmentation de l’expression de ABCC3 dans les tissus tumoraux comparativement 
aux tissus sains est très intéressante. Surtout lorsque nous avons observé que sa localisation 
protéique (MRP3) est au niveau des cellules tumorales gliales et non à la BHT. Elle n’est 
toutefois pas exprimée par toutes les cellules tumorales. Il serait très intéressant de 
déterminer si les cellules l’exprimant constituent une sous-population tumorale responsable 
de chimiorésistance et par conséquent induisant la récidive tumorale. Nous colligions des 
données cliniques afin de vérifier s’il y a une corrélation entre les niveaux d’expression 
d’ARN des pompes à efflux ainsi que la progression de la maladie.  
Plusieurs pompes à efflux sont exprimées par les cellules tumorales, tel qu’observé 
dans cette étude avec MRP3, MRP1 et BCRP. Il est important de rappeler que ces dernières 
possèdent des substrats croisés. Il serait donc pertinent de développer des inhibiteurs 
spécifiques non sélectifs afin d’inhiber plusieurs pompes avec une même molécule. Il 
faudrait évidemment l‘acheminer de façon spécifique aux cellules cancéreuses afin d’éviter 
les effets secondaires délétères d’une grande biodistribution systémique ou à grande échelle 
au SNC. Ainsi, l’expression de MRP3 spécifique aux cellules tumorales pourrait être 
utilisée afin de cibler spécifiquement ces dernières et par conséquent augmenter 
l’acheminement spécifique et diminuer les effets secondaires indésirables des agents 
antinéoplasiques. 
L’objectif 1 nous a permis de déterminer qu’il y avait une différence dans 
l’acheminement de deux molécules de poids et taille différentes avec ou sans OBHE. 
Puisque la charge d’une molécule pourrait avoir un impact sur son acheminement au SNC à 
travers la BHE perméabilisée, il aurait été intéressant d’approfondir davantage la différence 
d’acheminement pour des molécules possédant d’autres caractéristiques. Par exemple, il 
serait intéressant d’étudier l’acheminement de deux molécules ayant pour différence 
principale leur charge.  
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L’étude de l’acheminement de différents composés (substrat ou non des pompes à 
efflux) aurait pu également pu être effectuée qu’en utilisant la TEP. Ainsi, nous aurions pu 
utiliser des agents de chimiothérapie radiomarqués tels que le et la translation de nos 
données vers la réalité clinique aurait eu un plus grand impact. Cependant, nos données 
obtenues par IRM dynamique n’en sont pas moins pertinentes. Même si l’information 
provenant de l’IRM nous donne une mesure indirecte, nous avons pu démontrer que la 
concentration calculée à partir du signal IRM correspondait à la concentration réelle de 
l’agent de contraste dans le tissu cérébral des animaux. 
Lors de la réalisation du troisième objectif, l’utilisation du propofol comme 
anesthésiant pour les groupes 3, 5 et 6, et de l’isoflurane pour les groupes 1, 2 et 4 a 
participé à induire des variations dans les courbes temps-activités pour les régions d’intérêt 
étudiées ainsi que les courbes sanguines. Il aurait évidemment été préférable que tous les 
animaux soient anesthésiés au propofol afin d’éliminer toute variable confondante. Il est 
cependant à noter qu’il y aurait toutefois eu dilution du radiotraceur dans le sang pour les 
groupes 3, 5 et 6 dû à l’administration supplémentaire de 3,6 mL de mannitol ou de la 
solution saline. Cette dilution serait également plus marquée dans le groupe 5 : salin @ 
0,12 mL/s, puisque le mannitol est un diurétique, l’animal l’urine pratiquement 
immédiatement suite à l’OBHE, ce qui n’est pas le cas du salin, ce qui augmente donc de 
façon encore plus importante le volume sanguin total des animaux du groupe 5.  
L’accumulation de 11C-carvedilol à la tumeur et au parenchyme n’a été mesurée que 
par TEP et comme discuté dans l’introduction, l’accumulation d’un composé au SNC peut 
être extracellulaire ou intracellulaire. Afin de confirmer par une autre méthode que 
l’accumulation tumorale d’un substrat des pompes à efflux est intracellulaire suite à 
l’administration d’une dose de tariquidar, il serait très intéressant d’effectuer l’OBHE en 
utilisant deux molécules fluorescentes qui ne passe pas la BHE normale, dont l’une serait 
être un substrat des pompes à efflux (ex : Rhodamine 123) et l’autre, pas (ex : dextran, 
Texas Red®, 3000 Da). Ainsi, nous pourrons effectuer l’OBHE et observer par microscopie 
multiphotonique si l’accumulation du substrat des pompes à efflux est intracellulaire ou 
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dans le liquide interstitiel dans la lésion tumorale. Cette technique nous permettrait 
également de déterminer s’il y a une augmentation de l’activité des pompes à efflux suite à 
l’OBHE, ce qui pourrait expliquer l’absence de captation du 11C-carvedilol dans le 
parenchyme cérébrale suite à l’OBHE. 
Il est également essentiel de poursuivre ces travaux en effectuant une étude de survie 
préclinique en combinant l’administration de deux agents de chimiothérapie, l’un substrat 
des pompes à efflux et l’autre ne l’étant pas, par exemple : elortinib et carboplatin. L’étude 
serait construite selon les mêmes six groupes que l’étude effectuée avec le 11C-
carvedilol soit contrôle, OBHE, Tariquidar, OBHE + Tariquidar, contrôle (d’OBHE, salin 
au lieu du mannitol) et contrôle (véhicule Tariquidar). Nous devrons légèrement modifier le 
modèle animal que nous utilisons en changeant la lignée F98 pour des F98 surexprimant 
l’EGFR (ATCC® CRL-2948™) ou des F98 exprimant EGFRvIII (ATCC® CRL-2949™) 
puisque l’elortinib est un inhibiteur spécifique de l’EGFR. Cliniquement, cette étude 
pourrait avoir une portée très intéressante puisque l’EGFR est le gène le plus amplifié/muté 
des GBMs primaires (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008; Parsons et al., 
2008). Il est primordial de noter que le mutant (EGFRvIII) est constitutivement actif. 
Comme discuté dans l’introduction, il a été démontré que les inhibiteurs des récepteurs 
tyrosine-kinase seraient des substrats des pompes à efflux. Il n’est donc pas étonnant que 
les études cliniques utilisant les inhibiteurs de ce récepteur chez des patients atteints de 
GBM n’aient pas démontré d’impact sur la survie des patients, malgré l’utilisation de fortes 
doses, elortinib (150 à 500 mg) ou de gefitinib (500 à 1000 mg) par jour (Uhm et al., 2011; 
Reardon et al., 2010; Mellinghoff et al., 2005). Alors qu’une importante étude chez des 
patients atteints de cancer du poumon exprimant un mutant de l’EGFR, a démontré que la 
prise orale quotidienne d’elortinib (150 mg) ou du gefitinib (250 mg/jour) en monothérapie 
devait être considéré comme nouveau traitement de première ligne pour cette population de 
patients (Jackman et al., 2009).  
 
La translation directe de nos données obtenues chez l’animal vers la clinique est 
évidemment impossible. Premièrement, la différence interespèce doit être considérée et ce 
incluant les différences de la vascularisation cérébrale, les paramètres régissant l’OBHE, 
les différences entre l’application de l’OBHE en clinique versus chez l’animal. De plus, 
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l’expression et l’activité des différentes pompes à efflux au niveau de la BHE sont 
différentes entre le rat et l’humain (Uchida et al., 2011; Bauer et al., 2012). De même, les 
cellules F98 n’expriment que la PGP, nous avons cependant observé dans les échantillons 
de provenant de GBM humain que ces tumeurs sont très hétérogènes et peuvent exprimer 
plusieurs pompes à efflux. Ainsi, il serait très naïf de croire que le tariquidar administré IV 
ou même IA permettrait d’augmenter l’acheminement de substrats des pompes à efflux au 
niveau du nodule tumoral principal tel que nous l’avons observé dans notre étude. De plus, 
d’un point de vue translationel je crois qu’il serait complètement irresponsable 
d’administrer IV une combinaison d’inhibiteurs, un inhibiteur non spécifique ou spécifique 
des pompes à efflux. Plusieurs autres tissus et barrières que la BHE et la barrière sang-LCR 
expriment ces pompes à efflux : le foie, les glandes surrénales, la barrière hématorétinienne, 
hématotesticulaire ainsi que la barrière placentaire chez la femme enceinte. L’inhibition de 
toutes les pompes à efflux avec ou sans admimistration d’agents antinéoplasiques aura 
évidemment des conséquences dans ces autres systèmes. Même chose au niveau intestinal 
où plusieurs pompes à efflux sont exprimées afin de rejeter dans la lumière intestinale des 
molécules possiblement dangereuses pour l’organisme. De plus, même si les inhibiteurs de 
troisième génération ne réagissent plus avec le cytochrome P450 il n’en demeure pas moins 
qu’ils ont des vies plasmatiques très longues et qu’une inhibition des pompes à efflux à 
grande échelle et de longue durée aurait sans doute des effets néfastes.  
En conclusion, dans l’optique d’augmenter l’efficacité des traitements de 
chimiothérapie administrés aux patients atteints de gliomes malins, une stratégie permettant 
d’acheminer sur un large volume au SNC est essentielle. Jusqu’à ce que de nouvelles 
stratégies moins invasives et aussi efficaces soient disponibles, l’OBHE est sans conteste la 
meilleure option en neuro-oncologie. Il est cependant important de contourner les pompes à 
efflux à la BHE et au niveau des cellules tumorales gliales. L’OBHE devrait donc être 
combinée avec l’administration d’agents modifiés pour cibler les cellules cancéreuses et 
être invisibles aux différentes pompes à efflux en utilisant par exemple des liposomes 
contenant différents agents, dont un inhibiteur spécifique non-sélectif des pompes à efflux. 
Ces liposomes seraient fonctionnalisés et cibleraient l’EGFR et MRP3.
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Figure A1. Durée de la perméabilité de la BHE pour le Magnevist suite à une 
procédure d’OBHE. (Figure tirée de Blanchette et al. 2009, avec permission du 
journal)  
Analyse de l’intensité de signal sur une tranche de cerveau à 15 minutes suite à 
l’administration de l’agent de contraste. Le Gadolinium-DTPA a été administré à 1, 3, 5, 
10, 15, 20 ou 30 minutes suite à l’OBHE. Dans le groupe contrôle, le Gd-DTPA a été 
administré 3 min suite à l’infusion de la solution saline. L’intensité de signal est 
significativement différente du contrôle Test T de student, P < 0,05, * < 0,05, ** < 0,01, 
*** < 0,001. 
ct



























Figure A2. Distribution du Magnevist dans le parenchyme cérébrale suite à une 
procédure d’OBHE. (Figure tirée de Blanchette et al. 2009, avec permission du 
journal)  
(A) Image IRM pondérée T1 en code de couleur, l’exposition du Magnevist (mM*min) a 
été mesurée pour les 17 premières minutes suite à son administration effectuée 3 min post-
OBHE. (B) Courbes d’intensité de signal (unités arbitraires) dans le temps pour chaque 
région d’intérêt (ROI) illustrée en A. Les courbes des ROIs 2 à 5 ont été multipliées par 5 
afin d’être comparables avec la courbe de la ROI 1. Le Magnevist a été administré 3 min 
post-OBHE. Le délai pour atteindre la concentration maximale de Magnevist dans la ROI 
est indiqué par une flèche au-dessus de chaque courbe.  
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Annexe 3 
Figure A3. Expression de la PGP et de la BCRP dans une lignée humaine (U87) et une 
lignée murine (F98) de GBM. 
Immunobuvardage contre la PGP et la BCRP effectué sur des lysats totaux des lignées 
cellulaires U87 et F98. L’actine a été utilisée comme contrôle de chargement. 
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Annexe 4 
Tableau A1. Données cliniques et qualité de l’ARN des échantillons ayant servi à 
identifier les meilleurs gènes de référence ainsi que pour l’étude de l’expression des 
pompes à efflux pour les études par qPCR de gliomes malins. 
Diagnostic	   Âge	   Sexe	   RIN	   Diagnostic	   Âge	   Sexe	   RIN	  
sain	   78	   M	   6.25	   GBM	   74	   M	   7.9	  
astro	  ana	   27	   F	   6.3	   astro	  ana	   60	   F	   8	  
sain	   61	   M	   6.30	   GBM	   76	   M	   8	  
sain	   77	   F	   6.35	   GBM	   59	   F	   8	  
sain	   74	   M	   6.4	   oligo	  ana	   44	   F	   8	  
sain	   70	   F	   6.45	   astro	  ana	   46	   M	   8.1	  
sain	   71	   F	   6.50	   oligoastro	   26	   F	   8.1	  
astro	  ana	   36	   F	   6.6	   GBM	   48	   F	   8.2	  
GBM	   75	   M	   6.7	   GBM	   35	   F	   8.30	  
sain	   50	   F	   6.75	   GBM	   48	   F	   8.3	  
sain	   80	   M	   6.80	   GBM	   64	   M	   8.3	  
sain	   79	   F	   6.8	   GBM	   62	   M	   8.3	  
sain	   80	   F	   6.85	   GBM	   33	   M	   8.3	  
GBM	   73	   F	   7	   GBM	   55	   M	   8.3	  
oligoastro	   42	   F	   7	   oligo	  ana	   38	   M	   8.3	  
astro	   41	   F	   7.1	  
oligoastro	  
ana	  
45	   F	   8.3	  
GBM	   74	   F	   7.1	   astro	  ana	   30	   M	   8.4	  
sain	   88	   M	   7.15	   GBM	   61	   F	   8.4	  
GBM	   54	   M	   7.2	   GBM	   23	   M	   8.4	  
GBM	   43	   M	   7.3	   GBM	   65	   M	   8.5	  
astro	  ana	   28	   F	   7.4	   GBM	   58	   F	   8.5	  
GBM	   70	   M	   7.4	   oligo	  ana	   52	   M	   8.5	  
oligoastro	  ana	   78	   M	   7.5	   oligo	  ana	   35	   M	   8.5	  
GBM	   74	   M	   7.6	   GBM	   56	   M	   8.6	  
GBM	   51	   M	   7.6	  
oligoastro	  
ana	  
30	   F	   8.6	  
oligo	   58	   M	   7.7	  
oligoastro	  
ana	  
32	   M	   8.6	  
oligo	  ana	   51	   M	   7.7	   GBM	   83	   F	   8.70	  
oligoastro	   38	   F	   7.7	   astro	  ana	   43	   M	   8.8	  
GBM	   58	   M	   7.8	   GBM	   60	   M	   8.8	  
GBM	   71	   M	   7.8	   GBM	   63	   F	   8.8	  
GBM	   65	   M	   7.9	   GBM	   61	   F	   8.8	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Diagnostic	   Âge	   Sexe	   RIN	   Diagnostic	   Âge	   Sexe	   RIN	  
GBM	   56	   M	   8.8	  
oligoastro	  
ana	  
45	   M	   9.1	  
GBM	   29	   F	   8.8	  
oligoastro	  
ana	  
32	   M	   9.1	  
GBM	   31	   M	   8.8	   GBM	   49	   F	   9.15	  
oligo	  ana	   30	   M	   8.8	   GBM	   42	   F	   9.2	  
oligo	  ana	   61	   M	   8.8	   GBM	   50	   M	   9.2	  
oligoastro	  ana	   57	   M	   8.8	   GBM	   30	   M	   9.2	  
GBM	   54	   F	   8.9	   GBM	   53	   F	   9.3	  
GBM	   65	   F	   8.9	   GBM	   55	   F	   9.3	  
GBM	   72	   M	   9	   GBM	   69	   M	   9.3	  
GBM	   64	   M	   9	   GBM	   51	   M	   9.4	  
GBM	   44	   M	   9	   oligo	   31	   F	   9.4	  
GBM	   52	   F	   9	   GBM	   61	   M	   9.5	  
GBM	   49	   M	   9	   GBM	   59	   M	   9.5	  
GBM	   33	   H	   9	   GBM	   48	   F	   9.5	  
oligo	  ana	   41	   F	   9	   GBM	   58	   F	   9.5	  
astro	  ana	   33	   F	   9.1	   GBM	   81	   F	   9.5	  
GBM	   60	   M	   9.10	   GBM	   55	   M	   9.5	  
GBM	   28	   F	   9.1	   GBM	   50	   F	   9.5	  
GBM	   53	   M	   9.1	   GBM	   58	   M	   9.5	  
GBM	   71	   F	   9.1	   oligo	  ana	   47	   F	   9.5	  
GBM	   57	   F	   9.1	  
oligoastro	  
ana	  
36	   M	   9.5	  
GBM	   79	   M	   9.1	   GBM	   52	   F	   9.55	  
GBM	   53	   M	   9.1	   GBM	   55	   F	   9.6	  
GBM	   60	   F	   9.1	   GBM	   74	   M	   9.6	  
GBM	   70	   F	   9.1	   GBM	   66	   M	   9.6	  
GBM	   59	   M	   9.10	   GBM	   63	   F	   9.6	  
Abréviations : 
astro : astrocytome de bas grade, astro ana : astrocytome anaplasique, oligo : 
oligodendrogliome, oligo ana : oligodendrogliome anaplasique, oligo-astro : 




Tableau A2. Données cliniques des échantillons étudiés en immunohistochimie. 
Diagnostic	   Âge	   Sexe	  
GBM	   66	   M	  
GBM	   76	   M	  
GBM	   73	   M	  
GBM	   49	   M	  
GBM	  avec	  composante	  oligodendrogliale	   75	   M	  
GBM	   59	   M	  
GBM	  avec	  composante	  petites	  cellules	   69	   M	  
GBM	   61	   M	  
GBM	  multifocal	   55	   M	  
GBM	   70	   F	  
